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RESUME

Le paludisme reste une des principales causes de mortalité infantile dans le monde tropical.
L’émergence continue des résistances du parasite aux anti-paludiques constitue un sérieux
probléme de santé publique. La recherche de nouvelles cibles thérapeutiques, basée sur une
connaissance plus approfondie des mécanismes moléculaires de la vie du parasite, est une
nécessité permanente dans un paradigme de « reine rouge » qui s’applique parfaitement a la
capacité d’adaptation du parasite. La découverte récente d’une métacaspase de Plasmodium
falciparum (PfMCAL1) et la mise en évidence de son rdle potentiel dans 1’apoptose du
parasite, fait qu’elle est une cible thérapeutique contre le paludisme. Dans le but de mieux
approfondir les connaissances sur cette protéine cible, nous avons voulu, dans un premier
temps, déterminer la structure tridimensionnelle de PEIMCA, afin de confirmer les différentes
structures prédites in silico, et chercher de nouvelles molécules candidates par le docking
moléculaire. Cependant cet objectif n’a pas pu étre atteint, a cause d'un phénoméne
d’autoclivage de la protéine suite a son expression, ce qui fait que nous n’avons pas réussi a
récupérer la protéine. Dans un second temps, nous avons ¢étudié¢ la métacaspase de
Plasmodium vivax (PvMCAT) en comparaison avec PfIMCA1, et nous avons montré que les
résidus histidine et cystéine dans la dyade catalytique sont bien conservés. Nous avons
identifi¢ un deuxiéme site potentiel dans le domaine catalytique de PvMCAI1. A partir
d’échantillons collectés en Mauritanie, au Soudan et a Oman, nous avons montré que les
résidus histidine et cystéine, ainsi que les résidus du second site du domaine catalytique de
PvMCAL1 sont tres variables. Les mutations de ces résidus doivent faire I’objet d’une étude
approfondie de leurs effets sur la fonction de la protéine PVMCA1. Ce polymorphisme trouvé
dans les résidus catalytiques de PvMCAT1 doit étre évalué comme marqueur moléculaire de

résistance.
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INTRODUCTION ET OBJECTIFS

Le paludisme est classé quatrieme cause de mortalité infantile dans le monde tropical. Et, ce
malgré la diminution de I’impact du paludisme dans les pays endémiques, pendant ces
derniéres années, par les Objectifs du Millénaire pour le Développement (OMD), le taux de
mortalité reste toujours élevé en Afrique Sub-saharienne. En effet, 90% des cas de décés sont
dus a I’espece la plus mortelle (Plasmodium falciparum). Les enfants de moins de cinq ans (5
ans) et les femmes enceintes sont les plus vulnérables et paient le lourd tribut a cette infection.
Cette maladie parasitaire liée a la pauvreté est un probléme majeur de santé publique, qui
menace de milliers de personnes dans le monde et elle est a I’origine d’un handicap majeur
mesuré en nombre d’années perdues et souvent en échec scolaire des enfants.

La résistance des parasites aux anti-paludiques et la résistance des moustiques (anopheles)
aux insecticides constituent un grand défi dans la lutte pour 1’élimination du paludisme.
L’artémisinine et ses dérivés sont les antipaludiques phares pour traiter efficacement le
paludisme. Cependant, ces médicaments récemment découverts commencent a perdre leur
efficacité du fait de I’émergence de la résistance apparue dans le continent Asiatique, et une
propagation de cette résistance est a craindre dans le continent Africain, comme cela s’était
produit pour la résistance aux anciens antipaludiques (amino-4-quinoléines). La recherche de
nouvelles cibles thérapeutiques, basée sur une connaissance plus approfondie des mécanismes
moléculaires de la vie du parasite, est une nécessité permanente dans un paradigme de « reine
rouge » qui s’applique parfaitement a la capacit¢ d’adaptation du parasite, pour lutter

efficacement contre cette maladie.

Etude de la métacaspase 1 de Plasmodium falciparum, une nouvelle cible thérapeutique
contre le paludisme

Il y a de cela environ deux décennies, Picot et ses co-équipiers ICBMS-UMRS5246, CNRS-
INSA-CPE, Malaria Research Unit, exploitaient de nouvelles pistes a la recherche de
nouvelles cibles thérapeutiques pour ’espeéce P. falciparum (I’espéce la plus dangereuse).
C’est dans cette optique qu’ils ont mis en évidence pour la premicre fois une mort cellulaire
par apoptose des parasites suite a une pression médicamenteuse a la chloroquine. Ces
découvertes ont permis de mener des études dans la perspective de comprendre les
mécanismes moléculaires impliqués dans la mort du parasite a I’intérieur des érythrocytes,
ainsi visant a traiter la maladie en agissant sur ces mécanismes de mort intrinséque du

parasite.
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Quelques années plus tard, aprés la mise en évidence de I’existence d’une forme de mort
cellulaire chez P. falciparum, des orthologues des caspases (protéines caspase-like) ont été
découverts chez les champignons, les plantes et les protozoaires. Ces protéines caspase-like
ont ét¢ nommeées « métacaspases ». Des récents travaux ont décrit la premicre réelle
métacaspase de P. falciparum (PfMCA1) et son rdle dans [’apoptose a été¢ démontré
notamment dans la Thése de Benoit Meslin, « Etude de la voie des métacaspases, une étape
vers la compréhension de 1’apoptose de Plasmodium falciparum », Thése de doctorat en
Parasitologie, sous la direction du Professeur Stéphane Picot, Etude doctorale de 1I’Université

Claude Bernard Lyon, 2010, 314 p.

Objectifs

Les objectifs de nos travaux sont une continuité de ces recherches, dans le but d’approfondir
les connaissances sur cette protéine cible (PfMCAT1) déja décrite.

L’objectif premier de cette these est de tenter de déterminer la structure
tridimensionnelle (3D) de la métacaspase 1 de P. falciparum (PfMCA1).

L. Aravind a décrit pour la premicre fois des orthologues des caspases en 1999 (Aravind et al.,
1999), ainsi ouvrant la voie a Uren et ses collegues en 2000, a classer les paracaspases chez
les animaux et les myxomycetes et les métacaspases chez les plantes, les champignons et les
protozoaires (Uren et al., 2000a). L’annotation du génome de P. falciparum a permis de
mettre en évidence trois geénes codant les métacaspases, PIMCA1 (PF13 0289), PfIMCA2
(PF14_0363) et PEIMCA3 (PF14 0160). Parmi ces trois enzymes, seule PIMCAT présente les
résidus cystéine et histidine au niveau de la dyade catalytique a I’instar des caspases (Le Chat
et al., 2007; Meslin et al., 2007). Des études phylogénétiques ont révélé que la structure et
I’organisation des métacaspases étaient trés proches des caspases, permettant ainsi de les
associer a la famille C14 et clan CD (Mottram et al., 2003). Une étude d’alignement multiple
entre les caspases et les métacaspases a révélé une séquence putative CARD (Caspase
recruitment domain) dans le prodomaine des métacaspases et les sous-unités P20 et P10 a
I’instar des caspases initiatrices de 1’apoptose (Meslin et al., 2007). Ainsi, nous avons voulu
dans un premier temps, déterminer la structure de PfIMCAIL, dans le but de confirmer les
différentes structures prédites in silico. La connaissance de cette structure permettrait
d’effectuer des recherches dans les bases de données, des ligands susceptibles d’interagir avec
cette cible. Et les molécules sélectionnées pourront étre testées in vitro pour 1’étude de leur
activité anti-paludique en vue de potentielles drogues thérapeutiques.

Test in-vitro des molécules cible de l1a métacaspase 1 de P. falciparum (PfMCA1)
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Sachant la longue durée que peuvent prendre les études d’expression des genes de P.
falciparum dans un systéme hétérologue, nous avons décidé de tester en parallele ’activité
antipaludique des molécules sélectionnées a partir d’'un modele de PfMCAI1 construit
virtuellement in silico grace au docking moléculaire et au criblage virtuel a grande échelle
(VHTYS) et étudier leurs mécanismes d’action pour leurs potentielles inductions de 1’apoptose.
Le second objectif de cette these est d’étudier si le géne codant la métacaspase est
conservé entre différentes espéces de Plasmodium

Etant donné¢ que PfMCAI1 est une cible thérapeutique contre le paludisme, il s’est avéré
nécessaire d’étudier si cette derniére est bien conservée entre les différentes especes de
Plasmodium. Si tel est le cas, les molécules candidates sélectionnées a partir de cette cible
pourraient étre testées sur les autres especes. Afin de réaliser cette étude, nous avions besoin
d’un nombre important d’échantillons de chaque espéce. Et compte tenu des faibles cas
d’importations de paludisme a 1’hopital de la Croix Rousse de Lyon et de la fréquence du
diagnostic de I’espéce P. falciparum, nous avons effectué une mission de recherche en
Mauritanie, pendant trois mois, durant la période estivale (Juillet-Septembre 2015). Les
objectifs de cette mission de recherche étaient d’une part, de collecter des échantillons de
paludisme et d’autre part établir des contacts pour d’éventuelles collaborations entre « 1’unité
de recherche sur le paludisme a Nouakchott (Mauritanie) » et « Malaria Research Unit de

Lyon » sur les diverses thématiques portant sur le paludisme.

Dans un premier plan, nous présenterons 1’épidémiologie du paludisme dans le monde.
Ensuite une revue bibliographique sur le paludisme et la résistance des parasites aux
antipaludiques. Puis, la découverte de 1’apoptose chez les organismes unicellulaires et la
nouvelle famille caspase-like les « métacaspases ».

Et, dans un second plan, nous présenterons la démarche expérimentale et les résultats obtenus.
Nous expliquerons, ensuite, les raisons qui ont fait que le premier objectif de cette thése n’a
pas pu étre atteint, et par conséquent, ces travaux n’ont pas fait I’objet d’une publication. Le
premier article de revue portera sur une interrogation sur la vie ou de la mort de P.
falciparum. Un deuxiéme article portera sur la diversité génétique de la métacaspase 1 de
Plasmodium vivax et le géne multidrug-resistant 1 de P. vivax (pvmdrl) a partir des isolats de
P. vivax provenant de la Mauritanie, du Soudan et d’Oman, et les raisons qui nous ont

conduite a nous intéresser a la métacaspase 1 de P. vivax.
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I. Epidémiologie du paludisme a travers le monde

Le paludisme reste une des principales causes de mortalité infantile dans le monde tropical et
subtropical. Selon le rapport sur le paludisme dans le monde en 2015, le nombre de cas du
paludisme a été estimé a 214 millions et le nombre de cas de déces a été de 438000 (Cibulskis
etal., 2016 ; Klein et al., 2016). Malgré les efforts menés pour diminuer le taux de mortalité et
de morbidité, 90 % des cas de décés surviennent dans le continent africain, dont les enfants de
moins de 5 ans, qui sont les plus vulnérables (Cibulskis et al., 2016 ; Sauboin et al., 2015).
Selon 1’é¢tude du Global Burden of Disease, le paludisme est la seconde cause d’un handicap
mesuré en nombre d’année perdues (disability-adjusted life-years) en Afrique Sub-Saharienne
(Sauboin et al., 2015). Historiquement, le paludisme a été éradiqué de I’Europe dans les
années 1974, suite a la déclaration de I’OMS. Cependant des cas de réémergence du
paludisme ont été rapportés dans le sud de 1I’Europe, plus particulierement en Grece, comme
cela a été rapporté également a Singapour et en République de Corée. Et les facteurs de cette
réapparition du paludisme en Gréce ont été supposés étre dus soit au réchauffement
climatique, soit a la présence des vecteurs et a I’augmentation des immigrants provenant des

pays endémiques (Spanakos et al., 2013).

L’année 2015 marque la fin d’une mission visée par les objectifs du millénaire pour le
développement (OMD 2000-2015), qui étaient de réduire le taux d’incidence et de mortalité
dG au paludisme partout dans le monde. En effet, ces derniéres années, une diminution de
manicre considérable de I’impact du paludisme dans les zones endémiques a ét¢ atteinte avec
une réduction de I’incidence estimée a 37% entre 2000 et 2015 (Cibulskis et al., 2016),
Figure 1. Parmi les moyens mis a disposition pour atteindre ces objectifs, il y a I’utilisation
des antipaludiques efficaces, 1’artémisinine et ses dérivés dans le traitement du paludisme, la
mise a disposition des tests de diagnostic rapide, la pulvérisation d’insecticides pour réduire la
transmission vectorielle, la distribution et la recommandation de 1 utilisation des
moustiquaires imprégnées d’insecticides pour les personnes a risque (femmes enceintes,
enfants de moins de cinq ans) et la prophylaxie pour les voyageurs séjournant dans les pays
endémiques (Cibulskis et al., 2016 ; Klein et al., 2016). C’est avec un tel succes dans la lutte
contre le paludisme, que le prix Nobel de médecine, pour la découverte de 1’artémisinine dans
le traitement du paludisme a été attribué a la chercheuse en Pharmacie Tu Youyou en 2015
(Benelli and Mehlhorn, 2016). Par ailleurs, une étude entomologique réalisée dans la région

de Kilifi au Kenya, a montré une diminution considérable de la densité vectorielle de An.

17



gambiae sur la période de 1990 a 2010, grace au traitement par insecticides (O’Loughlin et
al., 2016). Actuellement le seul vaccin candidat le plus avancé en termes d’essai clinique est
le vaccin « RTS,S/AS01 (RTS,S) » appelé Mosquirix ®. Ce vaccin a ¢été¢ développé en
partenariat public-privé soutenu par la fondation Bill et Melinda Gates pour I’espece la plus
virulente et mortelle (P. falciparum). Ce vaccin a recu un avis favorable sur le rapport
bénéfice/ risque par I’Agence Européen de Médicament (AEM). Et 1’Organisation Mondial de
la Santé (OMS) a donné 1’autorisation pour son utilisation dans des projets pilotes en Afrique
Subsaharienne en vue d’un outil complémentaire de lutte contre le paludisme. Mais les essais
cliniques réalisés sur les enfants en phase III ont estimé I’efficacité de ce vaccin entre 18 et 36
%, avec une protection modérée, et des effets secondaires ont été également rapportés tels que
des méningites, des convulsions fébriles et un taux de mortalité élevé observé uniquement
chez les filles (Klein et al., 2016). Un autre vaccin (VMPO001/AS01p) candidat est également
en cours d’essai clinique pour I’espéce P. vivax et d’apres les premiers essais de la phase 1/2a,
des données sur la sécurité, I’immunogénicité et 1’efficacité de ce vaccin ont été montrées
positives. De plus, selon 1’avis des chercheurs, ce vaccin présenterait un double avantage, du
fait qu’il sera non seulement utilisé pour la prévention de I’infection mais aussi pour prévenir

les formes dormantes dans le foie (hypnozoites) (Bennett et al., 2016).

Mais, malgré ces efforts, le projet d’éradication du paludisme fait face a de nombreux défis,
notamment la résistance des anophéles aux insecticides, I’émergence et la propagation de la
résistance des parasites aux antipaludiques (Vestergaard and Ringwald, 2007). Récemment de
nombreuses études ont rapporté 1’émergence de la résistance des parasites aux artémisinines,
dans cinq pays de I’Asie du sud-est et une crainte de la propagation de cette résistance dans le
continent africain souléve un sujet trés alarmant. De plus, actuellement, I’artémisinine et ses
dérivés sont les seuls médicaments efficaces et disponibles pour traiter le paludisme (Ashley
et al., 2014 ; Klonis et al., 2011 ; Takala-Harrison et al., 2013). Ainsi, face a cette apparition
récurrente de la résistance, la découverte de nouveaux anti-paludiques efficaces capables de
retarder 1’émergence de la résistance est une nécessité tres urgente (Picot et al., 2014). C’est
pourquoi cette maladie parasitaire reste un probléme majeur de santé publique, qui menace
des milliers de personnes dans le monde. De ce fait, des efforts sont sans cesse déployés dans
I’espoir de trouver de nouveaux médicaments moins propices a 1’apparition de résistance pour

mieux lutter contre ce fléau.
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Figure 1. Répartition du paludisme dans le monde
Source: http:/www.cdc.gov/malaria/malaria worldwide/impact.html
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2.1. Agents du paludisme

Le paludisme est une maladie parasitaire causée par des hématozoaires du genre Plasmodium.
Les Plasmodium sont transmis a ’homme par piqire d’un moustique femelle du genre
Anopheles lors de son repas sanguin (Gayathri et al., 2007). Les femelles de moustiques ont
besoin d’un repas sanguin pour pouvoir pondre, apres avoir été fécondées. 1l y a plus de 140
especes de Plasmodium, qui infectent diverses especes animales. Parmi ces especes, cing sont
connues pour infecter I’homme : P. falciparum, P. vivax, Plasmodium ovale, P. malariae et P.
knowlesi (Jeremiah et al., 2014 ; Krungkrai and Krungkrai, 2016a). Pour 1’espece P. ovale,
deux sous especes ont été récemment identifiées et nommées respectivement P.ovale curtisis
et P. ovale wallikeri (van Schalkwyk et al., 2013). Ces cinq especes sont différentes par leurs
criteres biologiques et cliniques, par leur répartition géographique et par leur capacité a
développer des résistances aux anti-paludiques. De plus, I’infection a certaines de ces especes
est également fonction du génotype de ’homme (certains groupes sanguins ou anomalies de
I’hémoglobine sont moins favorables a la multiplication du parasite) et a [’adaptation
concomitante au biotope de I’homme et du vecteur (Picot, 2006). La classification

taxonomique des espéces de Plasmodium est décrite dans le Tableau 1.

Plasmodium falciparum est 1’agent le plus virulent et le plus mortel, il est présent
majoritairement en Afrique sub-saharienne, en Asie du sud-est et en Amérique du sud, ou il
est responsable des cas séveres de la maladie et du taux élevé de mortalité (Greenwood et al.,
2005). De plus, P. falciparum pose de graves problémes de résistance aux anti-paludiques.
C’est la raison pour laquelle c’est 1’espéce la plus étudiée (Cornejo and Escalante, 2006). P.
vivax est la deuxieéme espece, largement répandue dans le monde. En effet, elle est présente
dans toute 1’Asie, en Amérique du sud et centrale, en Océanie et ainsi que dans les foyers
méditerranéens. Le dogme de ’absence de P. vivax en Afrique a été remis en question ces
derniéres années, du fait des rapports de cas de paludisme dus a P. vivax chez les peuples
berbéroides (Touaregs et Maures) autour du Sahara, et chez les éthiopiens d’origine yéménite
et ainsi que chez les bushmen d’Afrique de I’est (Kalahari, Tanzanie) (Picot, 2006). De plus,
des études récentes ont révéleé la présence de P. vivax en Afrique sub-saharienne, notamment a
Nouakchott, Mauritanie (Ba et al., 2016 ; Howes et al., 2015 ; Ould Ahmedou Salem et al.,
2015a ; Wurtz et al., 2011). Des cas de P. vivax ont également été rapportés dans le sud-est du
Sénégal (Kedougou), un pays voisin de la Mauritanie (Niang et al., 2015). Il existe une thése
selon laquelle I’absence de I’espece P. vivax en Afrique serait due au fait que la majorité des

Africains sont connus porteurs du groupe sanguin Duffy négatif (Duffy antigen/chemokine
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receptor, DARC), dont le parasite a besoin pour infecter les hématies. En revanche, en
Ethiopie, la prévalence ¢levée de cas de P. vivax est supposée étre due au grand nombre
d’individus ayant le groupe Duffy positif (Getachew et al., 2015b). Cependant, malgré la
vaste répartition de P. vivax dans le monde, ce parasite reste négligé et son infection était
considérée comme bénigne. Mais, des cas graves liés a I’infection a P. vivax ont été rapportés
(Shaw-Saliba et al., 2016). D’autres part, de nombreuses études ont rapporté des cas de
résistance de P. vivax a la chloroquine (Barnadas et al., 2015 ; Getachew et al., 2015a ;
Marfurt et al., 2008). Cette espéce constitue aussi une menace sérieuse pour des milliers de
personnes partout dans le monde. Plasmodium ovale et Plasmodium. malariae sont les
especes les moins pathogenes et sont présentes majoritairement en Afrique sub-saharienne
(Mueller et al., 2007). Plasmodium knowlesi est la cinquieéme espece récemment découverte,
d’origine simienne et elle est uniquement présente en Asie (Singh and Daneshvar, 2010).
Tandis que P. falciparum et P. vivax sont les espéces les plus responsables des taux élevés de
morbidité et de mortalité liés au paludisme partout dans le monde (Cornejo and Escalante,

2006).

Tableau 1 : Classification taxonomique des espéces de Plasmodium

Super-régne Eucaryote
Reégne Chromalveolata
Super-phylum Alveolata
Phylum Apicomplexa
Classe Aconoidasida
Sous-classe Hematozoa
Ordre Haemosporida
Sous-ordre Haemosporidiidea
Famille Plasmodiidae
Genre Plasmodia
Sous-genre Plasmodium Laverania

P. falciparum

P. vivax
Especes P. ovale

P. malariae

P. knowlesi

(D’apres Antinori et al., 2012)
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2.2. Vecteurs du paludisme

Les moustiques du genre Anopheles sont les vecteurs du paludisme et on estime qu’il existe
environ 400 especes d’anopheles dont 25 sont connues par leurs critéres vectoriels (Gayathri
et al., 2007 ; White et al., 2014). Les principales caractéristiques de ces vecteurs sont :
d’abord, une durée de vie longue, ensuite, une résistance au changement environnemental et
enfin un tropisme pour I’homme. Anopheles gambiae et Anopheles funestus sont les vecteurs
majoritairement retrouvés dans les zones humides, tandis que Anopheles arabiensis est le
vecteur le plus dominant dans les zones séches (ou arides). La variation de I’intensité de la
transmission du paludisme en Afrique sub-saharienne dépend de 1’abondance de ces especes
dans ces zones (Kibret et al., 2016). Anopheles gambiae est le vecteur de I’espéce P.
falciparum en Afrique sub-saharienne (Hoffman et al., 2002). Des ¢tudes entomologiques
réalisées sur le territoire mauritanien ont répertorié 12 espeéces et sous-especes d’anopheles:
Anopheles funestus, An. gambiae s.I, Anopheles pharoensis, Anopheles rufipes, Anopheles
melas, Anopheles dhtali, Anopheles rhodesiensis, Anopheles coustani, Anopheles ziemanni,
Anopheles pretoriensis, Anopheles squamosus, et Anopheles demilloni. Parmi toutes ces
especes, An. gambiae est I’espece la plus dominante (92%) suivi de An. pharoensis (5%) et
An. funestus (3%) (Dia et al., 2009). La classification taxonomique des moustiques est
détaillée dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Classification taxonomique des moustiques

Embranchement Arthropoda

Classe Insecta

Sous-classe Pterygota

Ordre Diptera

Sous-Ordre Nematocera

Famille Culicidae

Sous-famille Anophelinae

Tribu Anophelini

Genre Anopheles

Sous-genres Anopheles ~ Myzomyia Nyssorhynchus Kerteszia
Espéces maculipennis ~ gambiae albimanus  bellator

Adapté du Livre Essential Malariology (ISBN 0 433 045205)
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2.3. Biologie

2.3.1. Le cycle de développement des Plasmodium

Le cycle de développement parasitaire est pratiquement identique pour toutes les espéces de
Plasmodium qui infectent ’homme. Plasmodium présente un cycle hétéroxene, c'est-a-dire
que le cycle de vie se déroule chez deux hotes : 1’hote intermédiaire (I’homme), ou se déroule
la reproduction asexuée (schizogonie) et I’hote définitif (femelle de moustique), ou se déroule
la reproduction sexuée (sporogonie). Chez I’homme le cycle est divisé en deux phases : une
phase hépatique (exo-érythrocytaire) correspondant a une période d’incubation cliniquement
asymptomatique et une phase sanguine (érythrocytaire), la phase symptomatique (Cowman
and Crabb, 2002 ; White et al., 2014). Le cycle de vie des Plasmodium est décrit dans la
Figure 2.

2.3.1.1. Chez L’homme (héte intermédiaire)

a. Schizogonie pré-érythrocytaire

La transmission du paludisme se fait par inoculation d’une forme parasitaire (sporozoite) par
I’anophele femelle infesté lors de son repas de sang. Aprés une courte durée dans le sang,
certains sporozoites parviennent a gagner le foie et a se multiplier dans les cellules hépatiques.
Apres multiplication, les parasites se transforment en schizontes pré-érythrocytaires (formes
multinucléées). Aprés quelques jours de maturation, les cellules hépatiques vont éclater et
libérer des milliers de mérozoites uninucléés dans le sang (10 000 a 30 000 mérozoites). Pour
P. vivax et P. ovale, certains parasites restent en phase dormante dans le foie (hypnozoites) et
sont responsables d’une schizogonie hépatique retardée qui va entrainer une libération des
mérozoites plusieurs semaines, mois ou années plus tard aprés I’infection. Les hypnozoites

sont a I’origine des reviviscences tardives observées.

b. Schizogonie érythrocytaire

Tres rapidement, les mérozoites libérés dans la circulation sanguine pénétrent dans les
globules rouges par I’interaction ligand-récepteur. Le cycle érythrocytaire se caractérise par
une schizogonie, qui permet le passage du stade ring en trophozoite (forme en anneau), puis
en schizonte (division nucléaire et la formation de plusieurs noyaux). Durant la phase de la
croissance intraérythrocytaire, le parasite consomme 1’hémoglobine de I’hdte et modifie la
membrane cellulaire du globule rouge pour créer des passages d’importation des nutriments.
La digestion de I’hémoglobine (Hb) libére I’héme et fournit au parasite des acides aminés

nécessaires pour sa croissance. L’héme est un produit toxique pour le parasite. Pour se
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protéger des effets toxiques de ce produit, le parasite le cristallise en «hémozoine ».
L’hémozoine (sous forme de cristaux) est le pigment malarique visible a ’intérieur de la
vacuole digestive du parasite, sous forme de granules sombres et la vision de ce pigment est
plus marquée dans les dernicres étapes de développement. Le schizonte, une fois mature,
entraine I’éclatement des hématies et la libération de 8 a 32 nouveaux mérozoites. Ces
mérozoites vont envahir de nouveaux globules rouges et un nouveau cycle de schizogonie
ainsi se poursuit en boucle. C’est la phase symptomatique de la maladie, la parasitémie
s’éleve, la personne atteinte devient fébrile, c¢’est I’acces palustre. Quand la densité parasitaire
atteint environ 50 parasites/uL dans le sang (environ 100 millions de parasites dans le sang
d’une personne adulte), les parasites peuvent étre détectés soit par lecture microscopique ou
par le test de diagnostic rapide (White et al., 2014). En absence de traitement, tous les
parasites vont évoluer progressivement au méme rythme, tous les schizontes érythrocytaires
arrivent a maturation au méme moment, entrainant ainsi la destruction d’un grand nombre de
globules rouges de maniére périodique (cycle synchrone), toutes les 24 heures (ficvre
quotidienne pour P. knowlesi), 48 heures (fievre tierce pour P. falciparum, P. vivax ou P.
ovale) ou toutes les 72 heures (fievre quarte de P. malariae). Cette phase érythrocytaire est la
principale cible des antipaludiques. Apreés quelques cycles érythrocytaires, certains
trophozoites subissent une maturation d’une dizaine de jours, sans division nucléaire,
accompagnée d’une différenciation sexuée. Ainsi, se forment les gamétocytes a potentiel male

ou femelle, qui vont rester en circulation dans le sang pendant 10 a 15 jours.

2.3.1.2. Chez le moustique (hote définitif)

Lors de la prise du repas sanguin chez une personne infectée, 1’anophéle aspire
éventuellement les gamétocytes. Le gamete male et le gamete femelle fusionnent en un ceuf
libre dans I’estomac du moustique, mobile, dénommé ookinete. Cet ookinete quitte la lumiere
du tube digestif et se fixe ensuite a la paroi externe de I’estomac et se transforme en oocyste.
Les cellules parasitaires se multiplient a I’intérieur de cet oocyste, et produisent des centaines
de sporozoites qui migrent ensuite vers les glandes salivaires du moustique. Ces sporozoites
sont les formes infectantes dans la salive du moustique, prétes a étre inoculées lors d’un
nouveau repas sanguin sur un hote vertébré. La durée du développement sporogonique des
Plasmodium varie en fonction des conditions climatiques. Les formes sexuées du parasite
(gamétocytes) peuvent apparaitre au décours d’une crise de paludisme ou apres le traitement.
Ces formes ne sont pas pathogénes mais sont reprises par le moustique lors d’une piqire, et

sont responsables de la transmission et du maintien du cycle de vie du parasite.
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Figure 2. Cycle de vie des Plasmodium
La femelle de moustique injecte des sporozoites chez 1’homme lors de prise de son repas

sanguin (@). Certains sporozoites arrivent a gagner le foie et a se multiplier () et deviennent
mature sous forme schizontes (€). Les cellules hépatiques vont éclater et libérer les
mérozoites dans la circulation sanguine (@). Pour les espéces P. vivax et P. ovale, les
parasites peuvent rester sous forme dormante dans le foie (hypnozoites), dont le réveil peut se
déclencher des semaines, mois ou années plus tard, et qui sont a 1’origine des rechutes. Les
mérozoites infectent les globules rouges (&), et se multiplient en différents stades (ring,
trophozoite et schizonte). La maturation des schizontes entraine I’éclatement des hématies et
la libération des mérozoites et c’est un cycle répétitif (El). Aprés plusieurs multiplications
asexuées, certains parasites vont se différencier en gamétocytes (). Les gamétes males et
femelles sont pris par le moustique chez une personne infectée (@). Ces derniers fusionnent
dans I’estomac du moustique et forment le zygote (reproduction sexuée) (). Le zygote
mature devient mobile (ookinéte) (), et migre vers la paroi intestinale en se transformant en
oocystes (). Les oocystes se développent et se transforment en sporozoites (), qui
regagnent les glandes salivaires du moustique, c’est la forme infectante préte a étre inoculée
par le moustique chez ’homme pour un nouveau cycle. (D’apres, CDC: Centers for Disease

Control and Prevention).
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2.4. Phylum Apicomplexa des Plasmodium

La relation phylogénétique par parcimonie entre différentes espeéces de Plasmodium a révélé
que les Plasmodium possedent un plaste dont la présence serait I'une des raisons de leurs
classifications dans le Phylum Apicomplexa et, de plus, du fait de 1’organisation de leur pole
apical (Cowman and Crabb, 2002). Des études phylogénétiques ont également tenté
d’expliquer 'origine de ce plaste et ont émis I’hypothése que ce plaste serait le reste du
génome d’une algue, dont 1’origine pourrait étre due a une endosymbiose secondaire entre
Plasmodium et une algue (Rathore et al., 2001). Ainsi, I’apicoplaste est considéré comme un
reliquat d’un ancien chloroplaste, ou plusieurs processus cellulaires et voies de synthese se
produisent, tels que 1) la réplication de I’ADN, la transcription et la translocation (Cowman
and Crabb, 2002). Il a été mis en évidence que I’apicoplaste joue un rdle essentiel pour la
survie du parasite et qu’il est impliqué dans la synthése anabolique des acides gras,
isoprénoides et dans le métabolisme de I’héme (Gardner et al., 2002). Des études d’analyse de
similarité de séquences basées sur la sous-unité ribosomale d’ARN, utilisant la méthode
cladistique (recherche de lien parenté entre différentes especes) ont révélé que P. falciparum

est plus proche de P. reichenowi, un parasite du chimpanzé (Gardner, 1999 ; Thompson et al.,
2001).
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2.5. Physiopathologie du paludisme a P. falciparum

Le paludisme sévere est un syndrome complexe, qui peut toucher plusieurs organes, tels que
les reins (insuffisance rénale), le cerveau (neuropaludisme), les poumons (cedéme
pulmonaire), le sang (coagulation intravasculaire disséminée), des défaillances
multiviscérales, une hépatomégalie (augmentation de la taille du foie) et une splénomégalie

(augmentation du volume de la rate).

2.5.1. Anémie paludéenne sévere

L’envahissement des hématies par les mérozoites et la multiplication des parasites induisent
une lyse progressive des globules rouges. L’éclatement des globules rouges parasités lors de
la libération des mérozoites et la destruction des globules rouges non-parasités par la réponse
du systeme immunitaire sont des phénomenes a I’origine de 1’anémie sévére (Greenwood et

al., 2005).

2.5.2. Neuropaludisme

C’est un accés grave du paludisme qui se caractérise par une atteinte du systéme nerveux
central. Au cours de la phase intra-érythrocytaire, les hématies parasitées par les trophozoites
et les schizontes adhérent a I’endothélium par I’intermédiaire des protubérances appelées
« knobs » exprimées a la surface des globules rouges. La protéine P/EMP1 (P. falciparum
erythrocyte membrane protein 1) est 1'une des protéines impliquées dans cette
physiopathologie. Cette cyto-adhérence entraine une séquestration, puis le tassement des
globules rouges parasités dans les vaisseaux et dont les résultats sont: une réaction
inflammatoire locale, une surproduction des cytokines et une obstruction du flux sanguin, qui
est a I’origine du coma. Le développement progressif du coma est souvent accompagné d’un
¢tat épileptique (convulsions généralisées ou focales). C’est la raison pour laquelle les
trophozoites et les schizontes sont rarement observés dans la circulation sanguine chez des
patients impaludés a cause de leur adhérence avec les cellules endothéliales précédemment
décrite (Dogovski et al., 2015). Cette obstruction capillaire est aggravée par des phénomenes
complexes ou interviennent la diminution de la plasticité du globule rouge, la formation des
rosettes par adhésion des globules rouges parasités aux globules rouges sains, Figure 5. Ces
événements entrainent la mort par apoptose des cellules endothéliales, puis des micro-
hémorragies périvasculaires, et une souffrance des neurones, ainsi conduisant aux dommages
neuronaux. Ces troubles neurologiques se manifestent par des déficits cognitifs, sensitifs ou

moteurs. Cette forme grave de I’infection peut conduire directement a la mort dans les 24h
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aprés I’hospitalisation du patient si aucun traitement efficace n’est administré dans les
meilleurs délais. D’ailleurs, des études ont rapporté qu’en Afrique, chez certains enfants
admis a I’hopital pour paludisme sévere, la mort survient dans les 24 premieres heures (Idro et
al., 2010 ; Rao et al.,, 2010). Des études post-mortem sur des personnes atteintes du
neuropaludisme ont mis en évidence le role majeur de la cythoadhérence des globules rouges
infectés sur les cellules endothéliales a I’origine de I’hypertension intracranienne, de 1’cedéme
cérébral et d’une hypoglycémie. (Greenwood et al., 2005). L’infection palustre pendant la
grossesse est un danger pour le feetus surtout pour les primipares (premiere grossesse de la
femme). La séquestration d’hématies parasitées dans le placenta et I’aggravation de I’anémie
gravidique favorisent la survenue des nouveaux nés de faible poids (<2,5 kg). Le paludisme
est responsable également d’avortements et de 1’augmentation de la mortinatalité (White et

al., 2014).

2.5.3. Détresse respiratoire
Elle se caractérise par un cedéme causé€ non seulement par des 1ésions périvasculaires dans la
paroi des alvéoles pulmonaires mais également par une baisse de la ventilation d’origine

centrale (Picot et al., 2009).

29



Rosette formation between normal and infected RBC

Heparansulfate-like
glucosaminoglycan

CR1/CD35

&

a

. Blood group A /B
P

Igh1/ 19G
cD 36

=]
E PEMP1

PFEMP1 gene structure

Repelitive interdispersed

family (RIF
Yy RIP) Roseitins

Other serum proteins that bind IRBC
and may mediate rosetting
+Fibrinogen”

«Albumin®

«Thrombospondin

RIF -von Willebrand factor

1 I B | B *also mediate rouleaux formation

W Highly charged tail @ Strongly predicted Th domain

[ Highly polymorphic D Weakly predicted TM domain Carmpiled in collabaration with A Rowe and M. Wahlgren

Figure 5. Formation des rosettes entre les globules rouges parasités (PRBC)
et les globules rouges non parasités (nRBC)

Les protéines impliquées dans cette physiopathologie sont représentées sous différentes
formes, dont la protéine P/EMP1 (P. falciparum erythrocyte membrane protein),
acteur majeur dans le phénomene de cyto-adhérence.

M2 Neuroparasitologie (Limoges, France)

2.6. Traitements du paludisme

Selon les directives de 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), les bi-thérapies a base
d’artémisinine (artemisinin-based combination therapy, ACTs) sont les anti-paludiques
recommandés dans le traitement du paludisme non-compliqué da a P. falciparum, en premiere
intention chez les enfants et les adultes (Win et al., 2016 ; Woodrow et al., 2005). De
nombreux travaux ont montré D’efficacité thérapeutique des ACTs dans le traitement du
paludisme non-compliqué, dans les zones ou la résistance a la chloroquine ou la
polychimiorésistance est déclarée. Le choix de I’ACT d’un pays a I’autre va dépendre du
degré de résistance vis-a-vis du médicament associé. Cependant I’artémisinine et ses dérivés
ne doivent pas étre utilis€és en monothérapie pour le paludisme non compliqué. L’association
sulfadoxine et pyriméthamine (S/P) posséde plusieurs noms commerciaux et le plus connu est
le Fansidar ®. Elle était largement utilisée comme second médicament contre les parasites
chloroquino-résistants (Eberl et al., 2001). Cet antipaludique continue d’étre utilis¢é comme
traitement préventif intermittent chez les enfants et les femmes enceintes en Afrique
(Alifrangis et al., 2014 ; Picot et al., 2009). La primaquine (amino-8-quinol€ine) est utilisée

pour tuer les gamétocytes matures de P. falciparum et les hypnozoites de P. vivax ou P. ovale.
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Cependant 1’utilisation de la primaquine est limitée, du fait du risque d’hémolyse chez les
personnes présentant un déficit en G6PD (Glucose-6-Phosphate Déshydrogénase) (Eziefula et
al., 2014 ; Picot, 2006 ; Vale et al., 2009). Pour des cas de P. vivax résistant a la chloroquine,
I’OMS recommande I’utilisation des ACT (sauf une combinaison comportant la SP) (Duparc
et al., 2013). Depuis 2012, I’OMS préconise, pour les pays dans la phase d’élimination du
paludisme a P. falciparum et dans les pays ou sévissent des souches résistantes a
I’artémisinine, I’ajout d’une seule dose faible de primaquine au traitement des ACTs dans le
but de réduire le portage des gamétocytes afin de limiter la transmission vectorielle (Ashley et

al., 2014). Les ACTs sont résumés dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Médicaments anti-paludiques dans le traitement du paludisme sévere et
non-compliqué a P. falciparum

Paludisme Médicaments anti-paludiques Références
Paludisme sévére - Quinine (Picot et al., 2014 ;
- Artésunate ou artéméther Woodrow et al., 2005)
- Artémether-luméfantrine (Duparc et al., 2013;
-Dihydroartémisinine-pipéraquine Ouldabdallahi et al.,
-Pyronaridine-artésunate 2014; Tun et al., 2016;
-Artésunate-amodiaquine World Health
Paludisme non-compliqué -Artésunate-méfloquine Organization, 2015;
- Artésunate-Sulfadoxine-Pyriméthamine Zongo et al., 2007)
- Primaquine avec ACT (Eziefula et al., 2014 ;

Vale et al., 2009)
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IT1. Chimiorésistance de P. falciparum

3.1. Les anciens antipaludiques

Le paludisme est une maladie connue de trés longue date, dont 1’estimation pourrait étre des
siecles ou des millénaires. C’est une maladie qui se caractérise par une forte fievre et des
maux de téte, des douleurs articulaires et musculaires, souvent accompagnés de diarrhée et
vomissement (Cowman and Crabb, 2002 ; Gayathri et al., 2007). La quinine est un alcaloide
naturel extrait d’une écorce d’arbre Cinchona spp. (arbuste originaire d’Amérique du sud).
Cette écorce ¢était utilisée par les Amérindiens pour traiter la fievre et elle était connue en
Europe depuis le XVI®™ siécle. Ainsi en 1820, Pierre-Joseph Pelletier et Joseph Caventou ont
isolé les alcaloides de 1’écorce, quinine et cinchonine. Ainsi, la quinine fut le premier
antipaludique utilisé dans le traitement du paludisme en Europe et elle est toujours utilisée
(Dondorp et al., 2005). C’est au XX™ siécle que plusieurs médicaments synthétiques de type
quinoléine (molécules ayant le noyau quinoléine), tels que les amino-4-quinoléines
(chloroquine, amodiaquine), les amino-8-quinoléines (primaquine), les aryl-amino-alcools
(quinine, méfloquine, halofantrine), les antifolates (pyriméthamine, proguanil et sulfadoxine)
et les naphtoquinones (atovaquone) ont été commercialisés et largement utilisés dans les pays
endémiques pendant des décennies (Hyde, 2007 ; Weissbuch and Leiserowitz, 2008 ;
Witkowski et al., 2010). En outre, certains antibiotiques sont couramment utilisés, soit en

monosubstance pour la chimioprophylaxie (doxycycline), soit en association (clindamycine)

avec la quinine ou I’artésunate pour le traitement.

Parmi ces antipaludiques, la chloroquine fut le médicament de choix a cause de son excellente
efficacité clinique, sa faible toxicité, sa sécurité chez les femmes enceintes et chez les
nourrissons et son faible colt. Cependant, son utilisation massive et répandue a entrainé
I’apparition des souches résistantes de P. falciparum (chloroquino-résistantes). Cette
résistance est apparue presque simultanément et indépendamment en Amérique du Sud et en
Asie du sud-est (Thailande) vers la fin des années 1950. En Afrique, la résistance a la
chloroquine a été détectée la premiere fois en Tanzanie a la fin des années 1970 et a atteint la
quasi-totalité¢ de 1’ Afrique sub-saharienne des 1988 (Hyde, 2007 ; Vestergaard and Ringwald,
2007). Cette propagation de la résistance a entrainé une extension de la chimiorésistance dont
la conséquence a été I’augmentation du taux de la mortalité et de la morbidité dans les pays

endémiques (Witkowski et al., 2010).
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3.1.1. Mode d’actions des anti-paludiques
La majorité des anti-paludiques cible le cycle érythrocytaire du parasite, et cela depuis le
succes du maintien en culture continue in vitro de P. falciparum, selon le protocole de Trager
et Jensen en 1976, qui permet la mise en ceuvre du criblage d’antipaludiques. Environ 60
années de recherches se sont focalisées sur le cycle érythrocytaire du parasite dans le but
d’approfondir les connaissances biochimiques afin de comprendre les mécanismes d’action
des antipaludiques (Krungkrai and Krungkrai, 2016b). Ainsi les antipaludiques sont classés en
deux catégories selon leurs modes d’action :

- Les schizonticides sanguins

- Les inhibiteurs de la synthése des métabolites.
a. Schizonticides sanguins
Les schizonticides sont les antipaludiques qui possedent un noyau quinoléine ou
endoperoxyde.

- Amino-4-quinoléines (chloroquine, amodiaquine, pipéraquine),

- Aminoalcools (quinine, méfloquine, halofantrine, luméfantrine),

- Artémisinine et ses dérivés.
Ces anti-paludiques ciblent I’héme, le produit de dégradation de 1’hémoglobine dans la
vacuole digestive du parasite (Sullivan et al., 1996). Depuis I’apparition de la résistance de P.
falciparum a ces antipaludiques, des recherches ont été menées dans le but de comprendre le
mécanisme d’action de la famille des amino-4-quinoléines. La chloroquine fut la plus étudiée,
bien que son mécanisme d’action ne soit pas complétement €lucidé. De plus, elle est une
molécule de référence pour les tests in vitro de sensibilité des clones chloroquino-sensibles
(Picot et al., 2014). La chloroquine est une base faible qui a la capacité de traverser les
différentes membranes de 1’érythrocyte et du parasite, afin de s’accumuler dans la vacuole
digestive acide (pH 4,5-5) du parasite, suivant un gradient de pH. A D’intérieur de cette
vacuole, la chloroquine est protonée et prise au piege, et exerce son action létale sur le
parasite. Durant la croissance du parasite a l’intérieur du globule rouge, P. falciparum
consomme I’hémoglobine. La digestion de I’hémoglobine (Hb) libére un produit toxique,
I’héme (Ferriprotoporphyrine I1X). Pour se protéger des effets toxiques de ’héme, le parasite
la cristallise en hémozoine. Des études ont montré que la chloroquine agirait en formant un
complexe avec I’hématine (I’héme oxydée) avec des liaisons électrostatiques et ainsi
inhiberait la cristallisation de I’héme en hémozoine. Ce complexe chloroquine-hématine aurait
des effets toxiques sur les parasites (Bray et al., 2005 ; Egan et al., 1994; Egan, 2008 ;

Pisciotta and Sullivan, 2008 ; Sullivan, 2002). La chloroquine a été démontrée efficace et
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active sur les formes rings agées (jeunes trophozoites), les trophozoites et les stades précoces
de gamétocytes. Par contre, les stades tardifs de gamétocytes, le ring précoce et les schizontes

agés sont naturellement résistants a la concentration des quinol€ines.

b. Mécanisme de résistance et marqueurs moléculaires des amino-4 quinoléines

Depuis I’apparition des souches chloroquino-résistantes, de nombreuses études ont été menées
dans le but de comprendre les mécanismes moléculaires de la résistance aux antipaludiques.
Un phénomene d’efflux de la chloroquine a I’extérieur de la vacuole digestive du parasite a
¢té rapporté €tre ’'une des raisons qui conduisent a une diminution de la sensibilité des
souches de P. falciparum a la chloroquine (Cowman, 2001). La résistance aux quinoléines a
¢été décrite comme étant multigénique et épistatique (Ferreira et al., 2011 ; Mu et al., 2003 ;
Picot et al., 2009). Par ailleurs, deux protéines (Pfimdrl and Pfcrt) de transport localisées dans
la vacuole digestive du parasite ayant des caractéristiques de flux directionnel opposées ont
¢té montrées étre impliquées dans le mécanisme de résistance (Ferreira et al., 2011). La
protéine Pgh est un membre de la superfamille des ABC (ATP-binding cassette) protéines, et
c’est un homologue de P-glycoprotéine (Pgp-1) humaine. Cette protéine (Pgp-1) a été
initialement découverte chez les cellules cancéreuses de mammiferes et est impliquée dans les
résistances aux anti-cancéreux. Cette protéine est codée par Pfindrl (Plasmodium falciparum
multidrug-resistance 1), le géne impliqué dans la multi-chimiorésistance (multidrug resistance
ou mdr) aux antipaludiques et de plus, cette protéine a été considérée comme étant impliquée
dans le transport d’importation vers la vacuole digestive du parasite. La mutation du codon
N86Y du geéne Pfmdriest la plus étudiée. Des échecs thérapeutiques a la chloroquine et a
I’amodiaquine ont été rapportés liée a cette mutation. Cependant cette mutation n’est pas
hautement correlée a la chloroquine resistance (Picot et al., 2009). La seconde protéine
membranaire de transport de la vacuole digestive du parasite est la Pfcrt (Plasmodium
falciparum chloroquine resistance transporter), qui a été¢ impliquée dans le mécanisme
d’efflux de la chloroquine. En effet, cette protéine est supposée jouer le role d’exportateur des
métabolites hors de la vacuole digestive (Bray et al., 2005 ; Ferreira et al., 2011 ; Mu et al.,
2003 ; Zhang et al., 2004). Une forte liaison entre la résistance a la chloroquine et une seule
mutation du geéne pfcrt a la position K76T a été mise en évidence in vitro sur des clones
chloroquino-résistants et cette mutation consiste en un remplacement d’un acide aminé lysine
par une thréonine au niveau du codon 76 de la protéine (Bray et al., 2005 ; Imwong et al.,
2010). Des études ont également montré que les mutations au niveau des geénes codant ces

protéines, N86Y et K76T, sont fortement associées a la résistance (Picot et al., 2009).
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c. Mécanisme d’action de ’artémisinine

Le mécanisme d’action de 1’artémisinine fait I’objet de nombreux débats dans la communauté
scientifique. Il a été largement rapporté que I’artémisinine et ses dérivés sont des pro-drogues,
et sont administrés sous forme inactive (Dogovski et al., 2015). En présence du fer organique
(Fe”™), le pont endoperoxyde de I’artémisinine est clivé. Ce clivage entraine ’activation de
I’artémisinine et la libération des radicaux libres aux propriétés toxiques directes sur le
parasite en développement (Dogovski et al., 2015 ; O’Neill et al., 2010 ; Woodrow et al.,
2005). De plus, D’artémisinine aurait une activité d’inhibition de 1I’ATPase calcium
(sarcoplasmic endoplasmic reticulum calcium ATPase, SERCA) et I’inhibition des protéases a
cystéine telles que falcipaines et papaines (O’Neill et al., 2010 ; Woodrow et al., 2005). I a
été¢ également démontré que le mode d’action de I’artémisinine est similaire a celui de la
chloroquine, sur le fait de se lier a I’héme et d’inhiber la cristallisation de ce dernier en
hémozoine. Par ailleurs, il a été rapporté que I’artémisinine se lie a I’héme par alkylation et le
complexe « adduit héme-artémisinine » inhibe la cristallisation de 1’hémozoine et libére des

produits toxiques mortels pour les parasites (Li and Zhou, 2010).

d. Les inhibiteurs de la synthése des métabolites

Les principaux antipaludiques inhibiteurs de la biosyntheése des acides nucléiques du parasite
sont les antifoliques (sulfamides et sulfones) et les antifoliniques (proguanil, pyriméthamine).
Durant la phase de développement intra-érythrocytaire, P. falciparum utilise une voie de
syntheése nucléotidique dite de novo pour synthétiser ses acides nucléiques. Et ce processus de
syntheése de novo a été mis en évidence lors de la phase érythrocytaire de la culture in vitro du
parasite par une incorporation radioactive du bicarbonate (HCOs') en base pyrimidine de
I’ADN ou de ’ARN (Krungkrai and Krungkrai, 2016b). Ainsi, P. falciparum synthétise ses
acides nucléiques par la voie des folates. Les antifoliques et les antifoliniques inhibent cette
voie métabolique de synthese de I’acide folique du parasite (Cowman, 2001). L’enzyme
dihydrofolate reductase (PfDHFR), qui catalyse la réaction NADPH-dépendante de 7,8-
dihydrofolate en 5,6,7,8-tetrahydrofolate, est une cible de la pyriméthamine. Une seconde
enzyme impliquée dans la voie de syntheése des folates, est la dihydroptéroate synthase
(PfDHPS). Cette enzyme est la cible de la sulfadoxine. Trois mutations sur le géne Pfdhfr aux
positions 51, 59 et 108 ont été associées a un risque d’échec thérapeutique. Et une double
mutation sur le géne Pfdhps (A437G et K540E) a été rapportée €tre associée a un échec

thérapeutique. Ainsi la résistance des parasites aux antifolates est due a une accumulation de
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mutations sur les deux geénes codant les enzymes cibles (PfDHFR, PfDHPS) impliquées dans

le métabolisme (Picot et al., 2009).

3.2. Artémisinine et ses dérivés dans le traitement du paludisme

L’artémisinine ou « ginghao » est un ancien remede herbal chinois, extrait a partir d’une
plante, ’armoise Artemisia annua. Elle était utilisée en médicine traditionnelle chinoise pour
soigner la fievre, depuis plus de 20 siecles (Klayman, 1985 ; Witkowski et al., 2010 ;
Woodrow et al., 2005) . D’ailleurs, le Prix Nobel de médecine pour la découverte de
I’artémisinine dans le traitement du paludisme a été attribué a Youyou Tu (Benelli and
Mehlhorn, 2016). En effet, ’artémisinine et ses dérivés 1) posseédent une activité
antiparasitaire rapide et d’une excellente efficacité contre toutes les souches de P. falciparum
résistantes aux anciens antipaludiques (amino-4-quinoleines), ii) inhibent de manicre rapide le
métabolisme parasitaire, iii) réduisent également la cyto-adhérence des hématies parasitées
dans la physiopathologie du paludisme et iv) ont peu d’effets secondaires (Mok et al., 2011).
Cependant, le seul inconvénient de I’artémisinine est sa durée de vie trés courte dans le sang,
ce qui explique leur utilisation en combinaison avec d’autres anti-paludiques (Dogovski et al.,
2015 ; Woodrow et al., 2005). De plus, son utilisation en monothérapie est déconseillée pour
prévenir le risque d’apparition de la résistance. Ainsi 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) recommande 1’utilisation de 1’artémisinine et ses dérivés en bi-thérapies (Artemisinin-
based combination therapy, ACTs) (Witkowski et al., 2010; World Health Organization,
2015). Historiquement, la combinaison thérapeutique a base d’artémisinine a été introduite au
milieu des années 1990, a la période ou la résistance a tous les anciens antipaludiques
disponibles était déclarée partout dans les pays endémiques (Ashley et al., 2014). C’est dans
cette optique que I’OMS en 2001 a recommandé¢ 1’utilisation de la combinaison thérapeutique
a base d’artémisinine pour traiter le paludisme a P. falciparum non compliqué en premiere
intention partout dans les pays endémiques (Mok et al., 2011 ; Noedl, 2005 ; Takala-Harrison
et al., 2013). L’intérét d’une telle recommandation de I’association médicamenteuse est d’une
part de retarder I’émergence de la résistance et d’autre part de prolonger la durée de vie de
I’artémisinine. De plus, cette combinaison thérapeutique permet également d’avoir une
cinétique complémentaire, afin de réduire la posologie de certains médicaments pour
minimiser les effets secondaires (Hastings, 2011). La découverte de 1’efficacité thérapeutique
de I’artémisinine et ses dérivés dans le traitement du paludisme a largement contribué a la
réduction de I’'impact du paludisme dans les zones endémiques (Witkowski et al., 2012). Ces

médicaments utilisés en bithérapie (artémisinine a base de combinaison thérapie) sont
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devenus les pierres angulaires dans le traitement du paludisme a P. falciparum non compliqué

(Imwong et al., 2010 ; Witkowski et al., 2010).

3.2.1. Emergence de la résistance des parasites aux ACTs

Le probléme récurrent dans le traitement du paludisme est I’apparition rapide de la résistance
aux anti-paludiques. Le terme « résistance » pour les artémisinines et ses dérivés n’implique
pas que le traitement est en échec mais plutét que le temps nécessaire pour une clairance
compléte des parasites dans 1’organisme des patients atteints est allongé (une baisse de la
sensibilité des parasites aux ACTs), (Alker et al., 2007 ; Dondorp et al., 2009 ; Imwong et al.,
2010 ; Witkowski et al., 2010). En effet, les premiers cas d’émergence de la résistance aux
ACT ont été rapportés a I’ouest du Cambodge par une diminution de la vitesse de la clairance
parasitaire (Ashley et al., 2014 ; Klonis et al., 2011 ; Takala-Harrison et al., 2013).
Historiquement, 1’ouest du Cambodge est connu pour étre un lieu d’émergence des premiers
cas de résistance (épicentre) des souches de P. falciparum, comme cela a ét¢ également le cas
pour de nombreux antipaludiques : chloroquine, la sulfadoxine-pyriméthamine, I’artemisinine
et la pipéraquine (Dwivedi et al., 2016 ; Tripura et al., 2016). Par ailleurs, un nouveau
mécanisme d’adaptation de P. falciparum soumis a des doses élevées d’artemisinine a été
rapporté, comme étant un mécanisme de « quiescence » temporaire, qui permet aux parasites
de survivre malgré I’administration de médicament, et un arrét de leur cycle cellulaire au
stade « ring ». Cependant, ce mécanisme de « quiescence » ou de 1’arrét du développement
cellulaire est une caractéristique physiologique qui a été rapportée chez d’autres espéces de
Plasmodium, tels que P. vivax et P. ovale durant leurs stades hépatocytaires mais qui n’a
jamais été décrite chez P. falciparum. Ainsi la protéine HSP70 est supposée jouer un role
important dans 1’adaptation des parasites durant les différentes phases environnementales
(Witkowski et al., 2010). Mok et ses collegues ont rapporté des phénomenes préalables du
mécanisme de quiescence, caractérisés par un ralentissement de 1’activit¢é métabolique
(métabolisme énergétique et synthése nucléotidique) aux stades « ring » et « trophozoite »
pour résister a la pression médicamenteuse (Mok et al., 2011). Ce phénomene d’adaptation
montre de plus que P. falciparum s’adapte en permanence, et il arrive a contourner les cibles
des anti-paludiques en développant de nouveaux mécanismes de résistance. Face a ce défi
récurrent de I’émergence rapide de la résistance, une mise en place d’un programme de
surveillance est une grande nécessité dans les mesures de contréle de la propagation de la
résistance. C’est dans cet objectif que le réseau de surveillance de la résistance a

I’artémisinine a ¢été créé en 2011 « Tracking Resistance to Artemisinin Collaboration
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(TRAC) » pour surveiller et fournir des outils afin de pouvoir ralentir la propagation de la
résistance (Ashley et al., 2014 ; Kamau et al., 2015). Ainsi parmi les outils qui sont utilisés
dans les mesures de surveillance de la résistance des ACT, il y a une évaluation de I’efficacité
thérapeutique par des tests de chimiorésistance et des recherches de marqueurs moléculaires
liés a la diminution de la clearance parasitaire. Toutes ces mesures visent a contrecarrer la
propagation de la résistance du sud-est d’Asie vers le continent Africain, pour éviter que
I’histoire de la propagation de la résistance ne se répéte. Un tel cas de propagation serait une

grande menace dans le programme de lutte contre le paludisme.

3.2.2. Les marqueurs moléculaires de la résistance aux ACTs

La résistance de P. falciparum aux ACTs est décrite par un test « ring-stage survival assay
(RSAq 3n) » qui permet de détecter des phénotypes in vitro des souches de P. falciparum
résistantes aux ACTs (Kamau et al., 2015; Tun et al., 2016). En effet, de nombreuses études
réalisées en Asie du sud-est (du sud du Vietnam jusqu’au centre de Myanmar) ont récemment
rapporté une association entre la résistance aux ACTs et une mutation d’une protéine nommeée
«Kelch » (K13). Le géne (F3D7 1343700) codant cette protéine est localisée dans le
chromosome 13 (Dogovski et al., 2015 ; Dwivedi et al., 2016 ; Tun et al., 2016 ; Win et al.,
2016). De plus, les mutations Y493H, R539T, 1543T et C580Y sur la protéine K13 ont été
¢galement rapportées dans ces zones, par leur lien étroit avec la résistance in vitro a
I’artémisinine. Parmi ces mutations, C580Y a été rapportée €tre la plus dominante (Ashley et
al., 2014 ; Dwivedi et al., 2016 ; Kamau et al., 2015). Par ailleurs, la mutation F4461 sur le
gene K13 a été rapportée liée a une diminution de la clairance parasitaire, et elle constitue la
mutation la plus fréquemment retrouvée a la frontiere entre le Myanmar et la Chine (Tun et
al., 2016 ; Win et al., 2016). Le gene K13 est considéré comme étant un marqueur de
résistance a 1’artémisinine. Une récente étude réalisée en Afrique sub-saharienne a rapporté la
présence de 7 mutations non synonymes mais ces mutations ne sont pas associées a la
résistance aux ACTs, comme celles décrites en Asie du sud-est. Cependant, deux de ces
mutations (A578S et V566I) nécessitent une attention particuliere, pour le programme de
surveillance de la propagation de la résistance en Afrique, du fait que ces deux mutations sont
trés proches de la mutation C580Y, en terme de proximité génétique (Kamau et al., 2015 ;
Torrentino-Madamet et al., 2014). De plus, la mutation A578S a été largement retrouvée dans
5 pays (Kenya, République Démocratique du Congo, Gabon, Ghana et Mali). Face a cette
situation de crainte de la propagation de la résistance des ACTs dans le continent Africain et

de compromettre le programme de lutte contre le paludisme, de nouvelles cibles sont sans
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cesse explorées dans 1’espoir de trouver de nouveaux médicaments pour vaincre la résistance

et bloquer la transmission de la maladie.

© Chiloroquine
resistance

© Sulphadoxine—
pyrimethamine
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{7 Artemisinine
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Figure 6. Distribution géographique de la résistance
de P. falciparum aux anti-paludiques
Les résistances a la chloroquine et a la sulfadoxine-pyriméthamine, deux antipaludiques
largement utilisés dans le monde, sont représentées en cercle bleue et jaune, respectivement.
L’émergence de la résistance a I’artémisinine est limitée dans le territoire du sud-est de 1’ Asie,
du Vietnam jusqu’au Myanmar, représentée en cercle discontinue (D’aprés Krungkrai and
Krungkrai, 2016b).
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IV. Découverte de I’apoptose chez les organismes unicellulaires

La «mort cellulaire programmée (programmed cell death, PCD) » ou « apoptose » était
supposée étre limitée uniquement aux métazoaires. Mais, depuis quelques années, le dogme
de la restriction de 1’apoptose aux organismes pluricellulaires semble €tre remis en question,
suite a la mise en évidence des caractéristiques de type d’apoptose chez plusieurs organismes
unicellulaires (Al-Olayan et al., 2002 ; Bruchhaus et al., 2007 ; Madeo et al., 1997 ; Picot et
al., 1997 ; Zangger et al., 2002). En effet, cette mort cellulaire de type apoptotique a été
rapportée pour la premiere fois en 1997 chez la levure Saccharomyces cerevisiae et chez
Trypanosoma brucei ssp, le parasite responsable de la maladie du sommeil (Madeo et al.,
1997 ; Picot et al., 1997 ; Wong et al., 2012). Ces caractéristiques de PCD rapportées chez S.
cerevisiae étaient une exposition des phosphatidylsérines (PS) a la surface de la membrane
plasmique, une fragmention d’ADN, une condensation de la chromatine et une morphologie
anormale des cellules semblable aux corps apoptotiques (Madeo et al., 1997). Il y a environ
deux décennies, Picot et al. furent les pionniers sur la découverte des caractéristiques de type
apoptose chez P. falciparum, de type de fragmentation d’ADN, suite a une pression
médicamenteuse (chloroquine). De plus, une forme progressive de mort du parasite a été
observée et nommée « forme pycnotique » (moribonde), ou également connue sous le nom de
« forme de crise ». De maniére surprenante, seuls les parasites sensibles a la chloroquine
(chloroquino-sensibles) présentaient cette forme d’apoptose, contrairement aux clones
résistants (chloroquino-résistants). Ce défaut d’apoptose pour les clones résistants était a
I’instar des cellules cancéreuses résistantes au traitement anti-cancéreux (Picot et al., 1997).
Par ailleurs, chez P. berghei (le parasite responsable du paludisme chez les rongeurs),
plusieurs caractéristiques de type apoptose ont €té mises en é€vidence, telles que i) la
condensation de la chromatine, ii) la fragmentation de I’ADN, iii) une externalisation des
phosphatidylsérines a la surface de la membrane plasmique et iv) une éventuelle formation
des corps apoptotiques dans 1’étape des ookinétes (forme présente chez le moustique) (Al-
Olayan et al., 2002). Chez les leishmanies, la mort cellulaire a été mise en évidence pour la
premiere fois, suite a une privation du sérum dans le milieu de culture parasitaire. Et cette
absence du sérum a entrainé¢ une situation de stress, caractérisée par une fragmentation de
I’ADN (Zangger et al., 2002). De maniere intéressante, 1’apoptose semble jouer un role
important a plusieurs étapes du cycle parasitaire en sélectionnant les clones parasitaires aptes
a maintenir la transmission et en limitant la prolifération du parasite afin de favoriser la survie

de I’hote en établissant un équilibre entre les parasites et I’hote. Et comme cela a été décrit par
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le biologiste britannique William dans sa théorie, le comportement altruiste permet aux
parasites de controler la charge parasitaire (self-limitation) et le maintien d’une condition
optimale, qui semble étre essentielle pour le développement du reste de la population et de
leur transmission (Al-Olayan et al., 2002 ; Bruchhaus et al., 2007). Il a été également supposé
que le role de I’apoptose permettrait d’améliorer la « fitness » de la population clonale
(Matthews et al., 2012). Ainsi toutes ces découvertes mettent en évidence 1’existence d’une
machinerie basique fonctionnelle d’apoptose chez les eucaryotes inférieurs. Ainsi, afin de
comprendre la voie de mort cellulaire programmée chez les organismes unicellulaires, la
levure a été utilisée comme un modeéle génétique, du fait de sa simplicité d’utilisation (Madeo
et al., 1997). Cependant, des débats restent trés controversés, quant a la nature exacte du type

de mort cellulaire mise en évidence (Engelbrecht and Coetzer, 2013 ; Totino et al., 2008).

4.1. Mort cellulaire et classification

Le biologiste Américain Richard A. Lockshin fut le premier a décrire la mort cellulaire dans
les cellules du muscle de papillon a soie, ainsi contribuant a la compréhension de la « mort
cellulaire programmée ». Quelques années plus tard, en 1972, I’ Australien John F Kerr et ses
collegues ont inventé le mot « Apoptose » (du grec signifiant tomber de) pour décrire une
forme de mort cellulaire caractérisée par une morphologie et une biochimie spécifique chez
les mammiféres (Galluzzi et al., 2015 ; Kroemer et al., 2009 ; Riedl and Shi, 2004). Selon la
classification du type de mort cellulaire, la Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD)
a réparti cette forme de mort en deux catégories, 1) une mort cellulaire accidentelle (ACD :
Accidental Cell Death) et ii) une mort cellulaire régulée (RCD : Regulated Cell Death). La
classification du NCCD a défini la mort cellulaire accidentelle (ACD), comme étant une mort
cellulaire causée par une exposition a des conditions physicochimiques et mécaniques
extrémes, qui seraient a 1’origine d’une mort cellulaire de fagon incontrélable. Tandis que la
mort cellulaire régulée (RCD) fait intervenir la machinerie moléculaire pour une réponse
adaptée, afin de rétablir I’homéostasie cellulaire. Cette derniére forme de mort cellulaire a été
classée en trois types :

1) Type I est une forme de mort cellulaire de type « apoptose »

i) Type II est une forme de mort cellulaire par la voie « autophagique » (autophagie)

ii1) Type III est une forme de mort cellulaire « nécrotique ». Pour ce type de mort, les cellules

ne présentent ni les caractéristiques apoptotiques, ni autophagiques (Galluzzi et al., 2015).

41



CELL DEATH
SUBTYPES

REGULATED
CELL DEATH

PROGRAMMED
CELL DEATH

ACCIDENTAL
CELL DEATH

Figure 7. Différents types de mort cellulaire selon la classification de NCCD
Accidental Cell Death (ACD), une mort cellulaire causée par une exposition a des
conditions physicochimiques et mécaniques extrémes. Regulated Cell Death (RCD),
une mort cellulaire causée par des mécanismes pharmacologiques ou génétiques
spécifiques. Programmed Cell Death (PCD), la mort cellulaire programmée est incluse
dans RCD, c’est une mort cellulaire qui se produit lors du développement pour
maintenir ’homéostasie de 1’organisme. (D’apres Galluzzi et al., 2015).

4.1.1. Apoptose

L’apoptose est un processus normal de RCD (Regulated Cell Death), qui se produit au cours
du développement embryonnaire et c’est aussi un moyen par lequel les cellules
endommagées, infectées ou usées sont éliminées. Ce mécanisme de mort permet également le
maintien de I’homéostasie de 1’organisme, car une dérégulation de 1’apoptose conduit a de
nombreuses pathologies, notamment le cancer, les maladies auto-immunes et les maladies
neurodégénératives (Nicholson, 1999 ; Philchenkov, 2004 ; Riedl and Shi, 2004). Selon la
NCCD, la mort cellulaire programmée n’est pas synonyme de 1’apoptose mais elle fait plutot
partie de la mort cellulaire régulée (RCD). L’activation de 1’apoptose est dépendante d’une
famille d’enzymes a protéase de cystéine, les caspases. L’apoptose est caractérisée par une
condensation de la chromatine, une externalisation des phosphatidylsérines (PS) a la
membrane plasmique, une fragmentation de I’ADN, un rétrécissement cytoplasmique et la
formation des corps apoptotiques (Hu and Kavanagh, 2003). Ainsi, PS et la fragmentation de

I’ADN sont utilisées comme marqueurs de I’apoptose et 1’activité des caspases peut étre
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détectée par des inhibiteurs peptidiques fluorogéniques synthétiques, tels que le Z-VAD-fmk
pour bloquer ou atténuer le processus d’apoptose (Vercammen et al., 2007). Le processus
d’apoptose est initi¢ par deux voies: une voie extrinseque dépendant de 1’activation des
récepteurs de mort et une voie intrinséque dépendant de nombreux facteurs qui sont a
I’origine de la perméabilisation de la membrane mitochondriale (Elmore, 2007 ; Galluzzi et

al., 2015).

4.1.1.1. La voie extrinseque de I’apoptose

La voie extrinseque de 1’apoptose est déclenchée par la fixation d’un ligand de mort a leur
récepteur, suite a ’exposition aux signaux extracellulaires, tels que le stress extérieur. Les
récepteurs de mort font partie de la superfamille des récepteurs de tumor necrosis factor
(TNF) (TNFR1, CD95, TRAIL-R1, TRAIL-R2, DR3, DR6). Ces récepteurs possedent 4
domaines riches en cystéine dans leur partie extracellulaire et un domaine de mort DD (Death
Domain) dans leur région cytoplasmique. Ce domaine est un domaine de recrutement qui
contient des molécules adaptatrices FADD/MORT]1 (fas-associated death domain). Ainsi la
fixation des ligands de mort a leurs récepteurs déclenche des cascades de signalisation
variées, conduisant a la formation d’un complexe de signalisation induisant la mort (DISC).
Mais la voie dépendant de récepteurs de mort est subdivisée en deux voies de signalisation
selon le niveau de la formation du complexe DISC : une voie de signalisation cellulaire de
type I, qui est caractérisée par un niveau ¢levé de formation de DISC, qui va activer la
caspase-8. La caspase 8 va directement activer les caspases effectrices (caspase-3,- 6 et -7)
qui conduisent a la mort cellulaire. En revanche, la voie de signalisation cellulaire du type II
présente un niveau tres faible de formation de DISC. Ce dernier active faiblement la caspase-
8, mais une amplification du signal de mort est nécessaire ; ainsi la caspase-8 clive un
domaine de mort agoniste BID en tBID. Et le clivage de cette protéine de la famille de Bcl-2
va entrainer le relargage du cytochrome c de la mitochondrie vers le cytosol. Ainsi le
cytochrome c libéré entraine la formation du complexe apoptosome et ce dernier va activer la
caspase-9, qui a son tour va activer les caspases effectrices (caspase-3,-6 et 7) qui menent a la
mort cellulaire. A chacune de ces étapes, des mécanismes de régulation interviennent pour
limiter ou favoriser le processus d’apoptose (Chowdhury et al., 2008 ; Galluzzi et al., 2012 ;

Lavrik et al., 2005 ; Riedl and Shi, 2004).
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4.1.1.2. La voie intrinséque de ’apoptose

La voie intrinséque de 1’apoptose est déclenchée par de nombreux facteurs, tels que
I’exposition a des radiations, le stress cytotoxique ou le stress oxydatif, le manque de facteur
de croissance. Ainsi, ces stimuli entrainent une perméabilit¢ de la membrane mitochondriale
et une libération de plusieurs protéines, dont le cytochrome c¢ de la mitochondrie vers le
cytosol. Le cytochrome c¢ se lie a d’autres protéines pour former le complexe de
I’apoptosome. Et le complexe apoptosome active la caspase 9, et la caspase 9 a son tour active
les caspases effectrices de caspase 3, 6 et 7 qui initient la cascade de mort. Des protéines de la
famille de bcl-2 et IAP (inhibitor of apoptosis proteins) sont des inhibiteurs de I’apoptose, qui
peuvent étre activés pour bloquer la cascade de signalisation de la mort en cas de nécessité. Le
tableau ci-dessous résume les différents types de mort cellulaire définie par la NCCD

D’apres (Galluzzi et al., 2012, 2015 ; Riedl and Shi, 2004).
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Figure 8. Voies intrinséque et extrinséque de ’apoptose a caspase dépendante
L’activation des caspases peut étre modulée a plusieurs niveaux. La formation du complexe
DISC est inhibée par la protéine c-FLIP. L’activation des caspases effectrices est inhibée
par IAPs (inhibitor of apoptosis). (D’aprés Riedl and Shi, 2004).
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Tableau 4 : Résumé des différents types de mort cellulaire
Types de mort

. Caractéristiques Références
cellulaire
Elle est caractérisée par plusieurs morphologies cellulaires : NCCD, 2009
- Rétrécissement cytoplasmique, NCCD, 2015
- Condensation de la chromatine (pycnose)
Apoptose - Exposition de la phosphatidylsérine a la surface de la membrane
plasmique
- Fragmentation de I’ADN (caryorrhexie)
- Formation des corps apoptotiques
Processus de renouvellement des constituants cellulaires NCCD 2009
- Vacuolisation autophagique massive du cytoplasme NCCD 2012
Autophagie - Formation des vésicules intracellulaires connues Durant et al,.2008
sous le nom d’autophagosome
- Augmentation du volume cellulaire (oncose)
Nécrose - Gonflement des organes NCCD, 2009
- Rupture de la membrane plasmique NCCD, 2012
- Perte des contenus cellulaires
Mort cellulaire qui se produit dans I’épiderme NCCD, 2009
. . - elle est limitée au niveau des kératinocytes
Cornification SR . iy
- impliquée dans la maturation des cellules anucléées, les
globules rouges et les cellules de 1’épithélium
Mort cellulaire qui se produit durant la phase de mitose NCCD, 2012
Catastrophe -Altération nucléaire suite a une mitose anormale
mitotique - Ce type d’aberration nucléaire pourrait conduire a une
sénescence cellulaire
Mort cellulaire induite par une infection bactérienne. Brennan et al, 2000
- Elle est caspase 1-dépendante NCCD, 2012
Pyroptose - Les cellules pyroptiques peuvent présenter des caractéristiques

typiques de 1’apoptose ou la nécrose.
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4.2. Les caspases

Les caspases constituent une famille de Cystéine-Aspartate-Spécifique-Protéases, qui ont une
préférence spécifique pour les substrats ayant un résidu acide aspartique au niveau de la
position P1 (McLuskey and Mottram, 2015). Le premier membre connu de la famille des
caspases est la caspase-1, anciennement connue sous le nom d’interleukin-1B-converting
enzyme (ICE), et sa structure tridimensionnelle a été résolue en 1994. Cependant, le role de la
caspase 1 dans I’apoptose n’a pu €tre mis en évidence qu’apres la découverte du gene
homologue codant la protéine CDE-3 de Caenorhabditis elegans. Le role de CDE-3 dans la
mort cellulaire a été mis en évidence lors du développement de I’hermaphrodite. Ainsi CDE-
3/ ICE ont été identifiés comme des protéases qui jouent un réle clé dans I’apoptose
(Chowdhury et al., 2008 ; Nicholson, 1999 ; Philchenkov, 2004). Chez les mammiferes, 14
caspases ont été identifiées, dont 11 chez I’homme (caspase 1-10 et caspase 14), (McLuskey
and Mottram, 2015 ; Riedl and Shi, 2004). Les caspases ont été divisées en trois groupes,
selon la structure de leurs prodomaines et de leurs fonctions. Le groupe I (caspases
inflammatoires) est caractérisé par un long prodomaine, qui joue un réle important dans la
maturation des cytokines et les réponses inflammatoires. Le groupe II (caspases initiatrices)
présente également un long prodomaine, contenant soit le domaine effecteur de mort (DED :
Death Effector Domain) ou le domaine de recrutement des caspases (CARD : Death Effector
Domain). Le groupe III (caspases effectrices) se caractérise par un court prodomaine de 20 a
30 acides aminés. Le domaine de mort (DD : Death Domain) présent dans le prodomaine est
un membre de la famille des récepteurs de TNF et il est subdivisé en deux sous-domaines, le
domaine effecteur de mort (DED) et le domaine de recrutement des caspases (CARD). Les
domaines DD et CARD se lient par des interactions ¢électrostatiques et permettent le
recrutement des caspases initiatrices pour initier un complexe de signalisation soit
inflammatoire, soit apoptotique. Les caspases sont des régulatrices majeures du processus
d’apoptose, durant la prolifération des cellules et lors de 1’activation du systéme immunitaire
(inflammation), (Chowdhury et al., 2008 ; Lavrik et al., 2005 ; McLuskey and Mottram,
2015).
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Figure 9. Structure de la famille des caspases
Le Groupe I comprend les caspases inflammatoires, le groupe II les caspases initiatrices de
I’apoptose et le groupe III les caspases effectrices de 1’apoptose. Les domaines CARD (Death
Effector Domain) et DED (Death Effector Domain) sont présents dans le prodomaine.
(Adapté d’apres Lavrik et al., 2005)

4.2.1. La structure des caspases

Les caspases sont produites sous formes inactives (procaspases ou zymogenes) et présentent
une structure primaire trés conservée. En effet, la chaine polypeptidique posséde une taille
variable de 32 a 55 kDa et elle est composée de 3 domaines (tripartites) communs. Un
prodomaine en N-terminal (3-24 kDa), une grande sous-unité P20 (17-21 kDa), qui contient le
domaine catalytique (site actif) et une petite sous-unité P10 (10-13 kDa), en C-terminal. De
manicre générale, la grande sous-unité P20 est séparée de la petite sous-unité P10 par une
petite séquence appelée « linker ». La dyade catalytique histidine-cystéine est un site actif
pentapeptide conservé « QACXG » (ou le X peut étre un R, Q ou un D), ou se trouve les deux
sites de clivage (résidus acide aspartique) pour 1’activité catalytique (Chowdhury et al., 2008)
Figure 10. La structure tridimensionnelle (3D) des caspases a ¢été résolue sous forme
homodimere, le premier fut la caspase 1 en 1994 (Chowdhury et al., 2008). La structure des
caspases est formée par six feuillets au centre (B1-f 6), reliés par cinq fragments paralleles et
un fragment [ antiparallele. Le feuillet central est entouré de cing hélices & (&1-a5), contenant
trois petits feuillets B entre (B3-63) et les résidus de la dyade catalytique histidine et cystéine
sont localisés dans I’extrémité C-terminal des feuillets B3 et f4 (McLuskey and Mottram,

2015), Figure 11.

47



Asp-X Asp-X  AspX

X X X
A T I oo
A o A
SHG QACXG

Figure 10. Structure primaire d’une procaspase.
N-terminal, le prodomaine, la grande sous-unité P20 et la petite sous-unité P10 en C-terminal.
Asp-X sont des sites de clivage lors de la maturation de la procaspase en caspase.
(Adapté d’apres Lavrik et al., 2005)

Figure 11. Topologie et structure d’un dimére de

la caspase 7
Le dimere comprend six feuillets B (B1-B6) et cing
hélices a (al-a5), ainsi que de 5 boucles (L1-L5) qui
sont reliées aux feuillets-p, les résidus histidine et
cystéine de la dyade catalytique sont situés dans les
boucles L3 et L4. (D’aprés McLuskey and Mottram,
2015)

Dimer
;® Interface

4.2.2. Activation protéolytique des caspases

Les caspases sont des monomeres qui se plient en 6 feuillets centraux dont le site de clivage
est hautement conservé. La dimérisation est cruciale pour la stabilité et la formation d’une
caspase mature. Les caspases inflammatoires et initiatrices sont présentes dans les cellules
sous forme monomeres et sont activées par dimérisation, alors que les caspases effectrices
sont présentes dans les cellules sous forme dimeres (zymogenes) et sont activées par clivage
intermoléculaire par les caspases initiatrices (McLuskey and Mottram, 2015). La dimérisation
se produit par clivage protéolytique au niveau de deux sites de clivage des résidus acide
aspartique [Asp(P1)-X(P1)], pour générer une protéase active hétérotétramérique (P20,—P10,)

constituée de deux sous-unités identiques de la grande et de la petite sous-unité et une
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libération du prodomaine Figure 12, (Chowdhury et al., 2008 ; Vercammen et al., 2007). Le
prodomaine est une région dans 1’enzyme qui doit étre clivée pour I’activité protéolytique.
Cependant il a été démontré pour la caspase 6 que le clivage du prodomaine n’a pas d’effet
sur son activité, et ce méme constat a été rapporté pour les peptidases du clan CA, que le
clivage du prodomaine n’est pas nécessaire pour activer I’enzyme. La structure de la forme
active des caspases a ¢t¢é mise en évidence par cristallographie aux rayons X en interaction
avec leurs inhibiteurs (Uren et al., 2000). Par ailleurs, 1’analyse de I’interaction des inhibiteurs
peptidiques sur le site actif de la caspase 7 a révélé des interactions hydrogéne et
hydrophobiques. Ainsi cinq résidus de I’enzyme (Arg®’, Gly'**, Ser !, Arg ***) se lient avec
I’inhibiteur (acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyde) a la position P1 de 1’acide aspartique par des
liaisons hydrogéne. Ce complexe est localisé dans les boucles L1, L3 L4 et L5 ou se trouve la
dyade catalytique histidine/cystéine (L3 et L4). Il a été démontré que les trois résidus (Arg®’,
Gly'*et Arg **) interagissent avec la chaine carboxylique au niveau de la position P1 de
I’acide aspartique suggérant que ces trois résidus sont responsables de la spécificité de liaison

au niveau de la poche S1, Figure 13, (McLuskey and Mottram, 2015).

Procaspase
(32 - 55 kDa) >
Clevage site Clevage site
Asp-x Asp-
pP-x
Prodomain Large subunit (P20) Small subunit (p10)
(3-24 kDa) (17-21 kDa) (10-13 kDa)
N-terminus | | o-subunit ® V7 B-subunit | C-terminus Figure 12.
Représentation
R H C , R schématique des
Catalytic cysteine ;e e
consemved sile caracteristiques
QACxG structurales des
; caspases de
Processing P

mammifere et
processus de la
maturation des

Mature caspase caspases.

CxG
i

| p20

p10
I_p10

(e p20 |

GxCA&

Le clivage protéolytique d’une procaspase entraine la libération du prodomaine, et la
formation d’un hétérotétramere constitué de deux sous-unités P20 et de deux sous-unités P10.
(D’apres Chowdhury et al., 2008)
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Figure 13. Structure de la poche S,
de I’enzyme (caspase 7).

La dyade catalytique (histidine et
cystéine) est représentée en rouge, les
résidus (Arg®’, Gly'?, Ser #!, Arg **)
de I’enzyme qui forment des liaisons
hydrogéne avec [I’inhibiteur (acetyl-
Asp-Glu-Val-Asp-aldehyde) sont
indiqués en bleu.

(D’aprés McLuskey and Mottram,
| 2015)

4.3. Les orthologues des caspases

Alors que les débats étaient en plein essor sur 1’existence d’une machinerie basique
fonctionnelle capable de réguler la mort cellulaire chez les organismes unicellulaires, vient
s’ajouter une découverte intéressante, celle de ’existence d’une famille de caspases-like chez
les eucaryotes inférieurs. En effet, L. Aravind est le premier a découvrir les orthologues des
caspases en 1999 (Aravind et al., 1999). Ainsi, cette découverte a ouvert la voie a Uren et ses
collegues en 2000 pour classer les caspases chez les métazoaires, les paracaspases chez les
animaux et les myxomycetes, et les métacaspases chez les plantes, les champignons et les
protozoaires. Et cela, grace a des études de prédiction d’homologie de séquence utilisant le
domaine catalytique des caspases (in silico), (Uren et al., 2000). Cette analyse phylogénétique
de proximité entre les caspases et les métacaspases a fait que les métacaspases ont été décrites
comme ¢étant les orthologues des caspases. De plus, 1’absence des métacaspases chez les
métazoaires et la présence uniquement des caspases chez ces derniers semblent étre en faveur
de la théorie de I’évolution des especes, ou les métacaspases seraient I’ancétre commun, et les
caspases auraient divergé via I’évolution (Uren et al., 2000 ; Vercammen et al., 2007). Dans le
systtme de classification des peptidases dans la banque de donnée MEROPS

(http://merops.sanger.ac.uk/), les protéases a cystéine sont classées en clans et en familles. La

famille est considérée comme une origine évolutive commune, qui rassemble des protéines
présentant des similarités structurales. Le clan regroupe un ensemble de familles ; le nom d’un

clan consiste en deux lettres, la premicre désigne le type de résidu catalytique en utilisant le
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code a une lettre des acides aminés (Marco and Coter6n, 2012 ; Rawlings and Barrett, 1993).
Des analyses in silico ont révélé que la structure et 1’organisation des métacaspases €taient
trés proches des caspases, permettant ainsi de les associer a la famille C14 et au clan CD et
cela malgré certains désaccords dans le comité scientifique (Tsiatsiani et al., 2011a ;
Vercammen et al., 2007). La famille C14 présente des résidus histidine et cystéine dans la
dyade catalytique et une conservation de ces résidus (histidine-cystéine) entre les caspases,
paracaspases et les métacaspases a été démontrée in silico (Uren et al., 2000). Le clan CD des
protéases se caractérise par la spécificité pour leurs substrats ayant un acide aspartique au
niveau de la position P1 (Vercammen et al., 2007). Ainsi, la seule différence connue entre les
caspases et les métacaspases réside dans la spécificit¢ de leurs substrats. En effet, les
métacaspases présentent une poche S1 riche en résidus acides entrainant une forte spécificité
pour les acides aminés basiques tels que lysine ou arginine au niveau de la position P1
(Vercammen et al., 2007). D’ailleurs, cette spécificité basique pour les métacaspases a été
mise en ¢vidence pour la métacaspase 2 de Trypanosoma brucei et plus tard chez la
métacaspase 1 de P. falciparum (PfMCA1) (Meslin et al., 2011a ; Moss et al., 2007).
Récemment, la famille C14 a été subdivisée en deux sous-familles, la sous-famille C14A pour
les caspases et la sous-famille C14B qui regroupe les métacaspases et les paracaspases,
considérant ainsi que les métacaspases sont structurellement différentes des caspases et de ce
fait elles ne doivent pas étre regroupées dans la méme famille (McLuskey and Mottram,

2015).
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V. Génome de Plasmodium falciparum

Malgré les efforts menés pour contrdler et éradiquer le paludisme, la lutte reste invaincue. De
ce fait, un consortium international (Institute for Genomic Research and Naval Medical
Research Center (TIGR/NMRC), Sanger Institute and Stanford University) a été lancé en
1996, pour séquencer le génome entier de P. falciparum en vue d’approfondir les
connaissances sur la biologie moléculaire de ce parasite et dans 1’espoir de découvrir de
nouvelles cibles thérapeutiques et d’éventuelles cibles pour un vaccin efficace contre le
paludisme. C’est ainsi que le génome du clone de référence 3D7 du MR4 (Malaria Research
and Reference Reagent Source Center) a été entierement séquencé en 2002 (Gardner et al.,
2002 ; Hoffman et al., 2002). Le génome nucléaire de P. falciparum a une taille d’ environ
22,8 mégabases (Mb), réparties dans 14 chromosomes, avec une richesse en A+T
extrémement élevée (80,6%), comparée a celui du génome humain 59% (A + T) et de celui du
génome de la bactérie Escherichia coli 49% (A + T) (Hoffman et al., 2002). Cette richesse en
AT du génome rend difficile I’expression hétérologue des geénes de P. falciparum, notamment
chez E. coli, du fait de I’instabilité des grands fragments d’ADN ayant une taille de plus de 5
kb (Dame et al., 1996 ; Hoffman et al., 2002). Par ailleurs, les travaux récents de séquencage
du génome entier de P. vivax de la souche Sal-1/Salvador montrent que la taille du génome de
ce dernier (26,8 Mb) est supérieure a celui du P. falciparum, de méme que le contenu en GC
qui était de 42,3% (P. vivax), par rapport au contenu GC de 19,4% chez P. falciparum.
Dr’ailleurs, il a été rapporté que la taille du génome des cing espéces de Plasmodium humaines
est pratiquement uniforme allant de 23 & 27 Mb reparties dans les 14 chromosomes, avec
environ 5500 geénes dont 51% présentent un seul intron (Antinori et al., 2012 ; Krungkrai and
Krungkrai, 2016b). Outre le génome nucléaire, P. falciparum possede un petit génome
mitochondrial de 6-kilobase (kb) et un ADN circulaire de 35-kb logé dans un apicoplaste.
Ainsi, des ARNs de transfert et plusieurs sous-unités ribosomiques 18S-5.8S-28S sont répartis
dans les différents chromosomes (Gardner et al., 2002). D’ailleurs, la sous-unité 18S est
utilisée pour identifier le genre et les especes de Plasmodium dans la réaction de
polymérisation en chaine (PCR) (de Monbrison et al., 2006). Des études comparatives entre
Plasmodium humains et murins ont montré I’existence d’une synténie des genes entre ces
différentes especes, c'est-a-dire que la disposition des génes homologues sur les chromosomes
est similaire (Carlton et al., 2002 ; Gardner, 1999 ; Thompson et al., 2001). C’est ainsi que le
chromosome 13 de P. falciparum, porteur du géne de la métacaspase 1 (PF3D7_1354800),

révele cette disposition synthétique du géne de la métacaspase 1 entre Plasmodium humain et
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murin Figure 14. Une telle similitude remarquablement conservée montre 1I’importance de
’utilisation des modéeles murins, particulierement, P. yoelii et P. berghei pour I’étude de la
physiopathologie des Plasmodium humains et des recherches sur de nouvelles cibles
thérapeutiques (Matz and Kooij, 2015), notamment, i) des études préliminaires sur 1’efficacité
in vivo des candidats molécules antipaludiques (Bienvenu et al., 2008 ; Marijon et al., 2014) et
i1) des études des vaccins candidats pour une réponse immunitaire (Carlton et al., 2002) ainsi
que iii) I’étude des genes impliqués dans la virulence, tels que les genes var codant une
protéine PfEMP1 (Plasmodium falciparum érythrocyte membrane protein-1), rifin, stevor, et
des genes clag (Cytoadherence-linked asexual gene family), qui sont localisés dans les régions
subtélomériques des chromosomes (Figueiredo et al., 2000). Ces protéines sont en partie
responsables de la physiopathogénicité de P. falciparum. Chaque parasite contient environ 40
copies du geéne var par génome haploide, qui sont réparties dans les 14 chromosomes
(Horrocks et al., 1998). De plus, ces geénes se sont avérés étre impliqués dans 1’invasion aussi
bien pendant la phase érythrocytaire que durant le stade de I’infection (sporozoite) du parasite

(Florens et al., 2002a).
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Figure 14. Organisation synthétique des genes de métacaspase de Plasmodium

Le géne de la métacaspase de P. falciparum (PF3D7 _1354800), avec la métacaspase 1 de P.
vivax (Pviv: PVX 114725), la métacaspase 1 de P. knowlesi (Pkno : PKNH 1117000), la
métacaspase-like protein de P. cynomolgi (Pcyn: PCYB_112550), la métacapase 1 de P.
reichenowi  (Prei: PRCDC 1353800), la métacaspase de P. berghei (Pber:
PBANKA 1131400), la métacaspase 1 de P. yoelii yoelii (Py: PY17X 1132800) et la
métacaspase 1 de P. chabaudi chabaudi (Pha : PCHAS 1130900)

(PlasmoDB : http://plasmodb.org)

5.1. Transcriptomes de P. falciparum

Le séquengage du génome entier de P. falciparum a permis d’identifier I’expression des genes
dans les différents stades parasitaires par la technique de microarray (Carucci et al., 2002 ;
Florens et al., 2002b). Par ailleurs, 52% des produits de geénes ont été détectés dans les lysats
cellulaires de plusieurs stades du cycle cellulaire du parasite par la chromatographie a haute-
résolution et la spectrométrie de masse (Gardner et al., 2002). Dans la base de données de
Plasmodium (PlasmoDB), le transcriptome des différents stades du cycle de vie de
Plasmodium est disponible. Ainsi I’étude du transcriptome de différents stades du cycle de vie
du clone 3D7 de P. falciparum par la méthode du séquengage basé sur Illumina a permis de

quantifier le pourcentage d’expression des geénes, Figure 15. Ce niveau d’expression peut tre
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quantifié soit en pourcentage, soit en kilobases du modéle exon lu en million de lectures

(RPKM), (PlasmoBD : http:// plasmodb.org).
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Figure 15. Niveau d’expression des génes de différents stades du cycle de vie du clone
3D7 de P. falciparum

La culture continue du clone 3D7 a été récupérée aux différents stades du cycle aux temps 8,
19, 30 et 42 h aprés multiplication des parasites correspondant aux stades ring, jeune
trophozoite, trophozoite agé et schizonte. Les gamétocytes étaient produits au bout de 8 jours
a partir des formes asexuées (gamétocytes stade II) et 10 jours (gamétocyte du stade V). Et les
ookinétes étaient obtenus a partir de I’intestin du moustique apreés 24h de prise du repas
sanguin. La méthode « Illumina-based sequencing » est utilisée pour quantifier le niveau
d’expression des genes. (PlasmoDB : http://: plasmodb.org)

5.2. Protéome de P. falciparum

Plasmodium falciparum possede environ 5268 protéines prédites, dont 60% (3 208) sont des
protéines hypothétiques (Gardner et al., 2002). Une analyse protéomique globale utilisant la
technique d’identification multidimensionnelle des protéines (MudPIT) et la spectrométrie de
masse a permis d’identifier les protéines exprimées dans les différents stades du cycle
parasitaire. Ainsi 1’analyse de quatre stades du cycle (sporozoite, mérozoite, trophozoite et
gamétocyte) a permis d’identifier 152 protéines (6%) présentes dans ces quatre stades, Figure
16. Ces protéines communes sont des protéines ribosomiques, des facteurs de transcription,
des histones et des protéines du cytosquelette. Au stade sporozoite environ 49 % des protéines
ont été identifiés spécifiques a ce stade. De méme, aux stades mérozoites, trophozoites et
gamétocytes sont présentes environ 20 a 33% des protéines spécifiques. Cette étude a
démontré que les protéines les plus largement exprimées sont les protéines de surface (MSPs,

GPI, ABRA, SERA), (Florens et al., 2002).
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Le Tableau 5 résume les protéomes des différents stades parasitaires. Dans les études de
diversité génétique, les protéines de surface (MSPs) sont largement utilisées comme marqueur
moléculaire dans la détermination génétique de la population parasitaire (Imwong et al.,
2005). En plus de ces protéines de surface, les familles variées de protéines codées par le gene
var situ¢ dans les régions subtélomériques, PfEMP1 (Plasmodium falciparum érythrocyte
membrane protein-1), rifin, stevor et des geénes clag (Cytoadherence-linked asexual gene
family) sont impliquées dans la pathogénicité de la maladie. Ces protéines constituent des
cibles pour le développement des vaccins. La famille des protéases a cystéine constitue
¢galement des cibles thérapeutiques tres attractives du fait de leur implication dans plusieurs
processus cellulaires, notamment les métacaspases, qui sont uniquement retrouvées chez les
eucaryotes inférieurs. De plus, ces récents travaux ont démontré leur implication dans le
processus d’apoptose, leur attribuant ainsi le privilege d’étre des cibles thérapeutiques pour de
nouveaux antipaludiques actifs et efficaces. La Figure 17 montre 1’architecture des domaines

protéiques de Plasmodium (Hoffman et al., 2002).

Sporozoite Merozoite Trophozoite Gametocyte Whole genome

B Cell surface (apical organelles) I Metabolism (energy) [ Transport facilitation
[ Cell cycle (DNA processing) [ Protein fate [ Conserved hypothetical
[ Cell rescue defence (virulence) [ Protein synthesis [ Hypothetical

[ Cellular communication (signal transduction) [ | Transcription [ Unclassified

[ Cellular transport (transport mechanism)

Figure 16. Profil des protéines exprimées durant les différents stades du cycle de P. falciparum
Ces protéines ont été identifiées et triées par Munich Information Centre for Protein Sequences (MIPS)
(D’apres Florens et al., 2002).
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Tableau 5 : Protéome des différents stades du cycle de vie de P. falciparum

Protéome du mérozoite ’ Protéome du trophozoite | Protéome du gamétocyte

MCP1 (mérozoite cap protein 1) KAHRP (Knob-associated histidine-rich ~ Facteurs de transcription (RNA-

protein) binding proteins)
MSPs mérozgi‘te surface EMP2 et 3 (erythrpcyte membrane RNPs (ribonucleproteins)
proteins) proteins)
GPI (glycosylphosphatidyl) EXP1 et EXP2 (exported proteins)
ABRA (acidic basic repeat Plasmepsin family (aspartic
antigen) proteinases)
SERA (serine repeat antigen) Falcipain family (cysteine proteinases)
AMAL ;(1?11;11;211?)6 mbrane Falcilysin (metallopeptidase)
EBA (erythrocyte binding
antigens)
RESA (erythrocyte surface
antigen)

CLAG (cyto-adherence linked
asexual gene family

(D’apres Florens et al., 2002)
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Plasmodium Specific PFEMP1-variant gene family EBA-175 Cytoadherence-linked Rifins

extracellular ~ 50 members ~4 members Asexual gene family ™300 members
domains
@) 2

Surface proteins CTRP-sexual stage-specific SSP2/TRAP MSP-1
With “animal™ G1: 1098898 Gl: 4493942 Gl: 2921342 Gl: 6562725
Extracellular
== CEEEERRRRE O
Representation Ch3 kinase Ch 2 kinase PP2A family phosphatase
proteins involved in Gl: 15383902 Gl: 3445206 Gl: 3811109
signal transduction

- e
Representative PF MAL132P2 Ch2 Papain-cysteine Haemoglobinases
proteins with RESA family  Proteases SERA family
enzymatic activity

-
aspase

Figure 17. Représentation architecturale des domaines protéiques de Plasmodium
DBL (Dufty-binding-like), CIDR (cysteine-rich interdomain region), CLAG (cytoadherence-
linked asexual gene), RIF (Rifins), VWF (von-Willebrand factor A), TSP (thrombospondin),
EGF (epidermal growth factor-like), perforin (membrane-activated complex perforin), STK
(serine/threonine kinase), EF (calcium-binding EF-hand), SAM (sterile alpha-motif), K (kelch
repeat), PP2A (phosphatase), DnaJ (DnalJ family of chaperones), Pept Cl(papain cysteine
protease), Asp_Pr (aspartyl protease) (Adapté, selon Hoffman et al., 2002).

5.2.1. Protéases a cystéine de P. falciparum

Le génome de P falciparum contient plusieurs protéases, qui sont impliquées dans de
nombreuses fonctions biologiques, notamment dans [’invasion de la cellule héte, dans
I’évasion du systéme immunitaire, dans la pathogénicité et la virulence (Mottram et al., 2003b
; Marco and Coteron, 2012 ; Francis et al., 1996). Les protéases a cystéine sont des enzymes
thiol-dépendantes qui partagent une fonctionnalité, qui est celle d’utiliser la cystéine pour
hydrolyser les liaisons peptidiques. Ces protéases sont par ailleurs structuralement subdivisées
en trois groupes dont 1) la famille de papaine du clan CA comprend les cathepsines, les
falcipaines et les calpaines, ii) la famille ICE-like du clan CD qui regroupe les caspases et les
gingipaines et ii1) la famille picornain-like du clan PA (C), qui comprend les protéases du
rhinovirus humain. Les falcipaines sont les enzymes de P. falciparum les plus étudiées du fait
de leur implication dans plusieurs processus cellulaires. En effet, leurs roles ont été¢ bien
définis dans trois fonctions, 1) I’invasion de 1’érythrocyte par les mérozoites, ii) la digestion de
I’hémoglobine et iii) la rupture de la membrane de I’érythrocyte pour la libération des

mérozoites (Gomes et al., 2015 ; Marco and Coteron, 2012). Ainsi, les falcipaines font 1’objet
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de plusieurs recherches pour de nouveaux antipaludiques. Les différents clans et familles des

protéases a cystéine sont résumés dans la Figure 18.
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—— endopeptidase
@ GFI : protein
PA(C) PB(C) CJ  transamidase
H.D.C) [(84] (C.HY a
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O
Crystéine E/ Metacaspase
cx d — pe_ptidase = D — @ Gingipain
(masaged V. w  ®0
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Figure 18. Différents clans et familles des protéases a cystéine
Les clans sont indiqués par les fléches et les résidus acides aminés entre parenthéses. En
plus des résidus cystéines et histidines, certains clans possédent d’autres résidus acides
aminés qui jouent un réle important dans I’activité protéolytique (Adapté selon Mottram et
al., 2003).

5.2.1.1. Les inhibiteurs des protéases a cystéine

Les protéases sont impliquées dans plusieurs fonctionnements et dysfonctionnements
biologiques des cellules. Elles sont régulatrices de plusieurs processus biochimiques et
physiologiques pour prévenir certaines maladies, pour contrdler la synthese des protéines et
pour hydrolyser des chaines polypeptides sur des substrats spécifiques. Elles sont impliquées
dans de nombreuses pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, les pathologies
inflammatoires et neurologiques, virales et immunologiques, les maladies cancéreuses, et les
désordres du systéme nerveux central (Marco and Coterdn, 2012 ; Zhang, 2004). Les peptides
étaient traditionnellement utilisés comme sonde, du fait de leur lien spécifique avec les
protéases a cystéine. Cette approche a permis de concevoir I’idée de développer de nouveaux
peptides inhibiteurs de ces enzymes a des fins thérapeutiques. Ainsi ces nouveaux inhibiteurs
peptidiques doivent répondre a des propriétés « drug-like » suivantes :

Caracteére minimal du peptide

Une haute perméabilité de la membrane
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- Une demi-vie longue dans le plasma

- Une ¢élimination lente

- Une haute sélectivité pour les protéases ciblées

- Une bonne absorption par voie orale pour usage prophylactique.
Cependant, 'utilisation de ces inhibiteurs reste limitée du fait de plusieurs inconvénients, tels
qu’une faible biodisponibilité orale, qui appauvrit leurs profils pharmacologiques. Le premier
inhibiteur de synthese ciblant les protéases a cystéine ¢était le IDN-6556, connu sous le nom
d’Orphan Drug, Médicament orphelin, donné par 1’administration U.S Food and Drug. Ce pan
caspase inhibiteur (IDN-6556) était utilisé pour traiter des patients en cours de transplantation
d’organe, y compris le foie, et son mode d’action consiste a bloquer I’apoptose (Leung-Toung
et al., 2006). Depuis la découverte des protéases a cystéine chez les protozoaires et leur
implication dans plusieurs processus cellulaires, elles sont devenues des cibles thérapeutiques.
Ainsi la recherche des inhibiteurs de ces protéases a cystéine est largement exploitée (Spinks
et al., 2011 ; Berg et al., 2010). Chez P. falciparum, les premiers inhibiteurs de falcipaines
¢tudiés sont les peptides fluoromethyl ketones et les vinyl sulfones. Ces études sur les
peptides fluoromethyl ketones (benzyloxycarbonyl (Z)-Phe-Arg-CH,F) ont montré que ces
inhibiteurs bloquent la dégradation de ’hémoglobine et la croissance parasitaire. Cependant,
ces inhibiteurs présentaient certains inconvénients comme une demi-vie trés courte dans le
sang, et qui nécessitaient des fortes doses pour leur activité antipaludique (Francis et al., 1996

; Marco and Coteron, 2012).
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5.2.2. Les métacaspases

Des études in silico basées sur la prédiction des protéomes des organismes ont largement
contribué a I’identification des genes orthologues entre différentes especes, grace a
I’utilisation des outils qui permettent de détecter des similarités de séquences et leur
évaluation statistique. Parmi ces méthodes de recherche de similarit¢ de séquence, le PSI-
BLAST (« position specific iterated-basic local alignment search tool ») est un puissant outil,
qui est caractérisé par sa sensibilité et sa rapidité¢ (Aravind and Subramanian, 1999). Ces
recherches ont abouti a la découverte de deux nouvelles familles dont les peptidases a
caspase-like, les métacaspases retrouvées chez les plantes, les champignons et les
protozoaires, et les paracaspases présentes chez les animaux et les myxomycetes,
précédemment décrites. Ces deux familles appartiennent a une classe de protéase a thiol (Uren
et al., 2000). Les métacaspases appartiennent a la famille C14B et au clan CD (McLuskey and
Mottram, 2015). Depuis I’identification des métacaspases chez les organismes unicellulaires,
d’intenses recherches ont ét¢ menées pour élucider leurs rdles dans la mort cellulaire
programmeée. Ainsi, chez la levure (S. cerevisiae), de nombreux stimuli ont été rapportés étre
des déclencheurs de la mort cellulaire, parmi lesquels on dénombre le stress oxydant, le stress
hyperosmotique, le traitement a 1’acide acétique et la privation en inositol. Une métacaspase 1
(Ycal) a été¢ démontrée pour jouer un role fondamental lors de 1’apoptose, en tant que
processus adaptatif pour la survie des colonies, faisant de cet organisme un paradigme pour la
compréhension de ce phénoméene (Khan et al.,, 2005 ; Madeo et al., 1997, 2002a, 2002b,
2002a). Plus tard, I’'implication des métacaspases dans 1’apoptose a ¢été rapportée chez de
nombreux protozoaires parasites tels que 7. brucei ssp., Plasmodium spp., Leishmania spp. et
Toxoplasma gondii, et chez les plantes, notamment Arabidopsis thaliana. Ces recherches ont
ét¢ d’un grand succes dans l’avancée des connaissances sur les eucaryotes inférieurs.
Cependant, ces études ont largement porté sur les facteurs induisant ’apoptose et le
phénotype de la mort cellulaire résultant. En revanche, les composantes de la machinerie
apoptotique de ces organismes comme les initiateurs et les effecteurs de 1’apoptose restent tres
peu connues (Durand and Coetzer, 2008). De plus, le role des métacaspases a €té rapporté
pour étre non seulement limité dans le processus de mort cellulaire, mais également dans de
nombreux processus cellulaires variés, notamment lors de la progression du cycle cellulaire,
lors de la prolifération, de la clairance des agrégats insolubles et dans la virulence (Li et al.,

2015 ; McLuskey and Mottram, 2015 ; Shrestha and Megeney, 2012).
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5.2.2.1. La structure des métacaspases

Des études in silico ont révélé que la structure des métacaspases était trés proche des
caspases. Les métacaspases posseédent un prodomaine en N-terminal, une grande sous-unité
P20, ou se trouve la dyade catalytique histidine et cystéine, et une petite sous-unité P10 en C-
terminal a I’instar des caspases (Uren et al., 2000). Ainsi, les métacaspases ont été classées en
trois catégories en fonction de la présence ou de 1’absence du prodomaine. Les métacaspases
de type I présentent un prodomaine en N-terminal riche en motifs proline répétés et en zinc et
sont retrouvées chez les champignons, chez les protozoaires et chez les plantes. Les
métacaspases de type Il se caractérisent par I’absence du prodomaine, mais présentent tout de
méme une petite séquence appelée « séquence linker » qui relie la grande sous-unité et la
petite sous-unité, et sont présentes chez les plantes, particulicrement chez les plantes vertes,
les glaucophytes et les rhodophytes, en plus du type 1 des métacaspases (Tsiatsiani et al.,
2011 ; Uren et al., 2000). Récemment, un troisieme type (métacaspase type III) a été identifié
chez les algues photosynthétiques et les bactéries, qui se caractérise par un échange du
domaine putatif P20/P10 (McLuskey and Mottram, 2015). Les métacaspases ont une
préférence pour les substrats contenant des résidus basiques lysine et arginine dont I’activité
est calcium dépendante, comme cela a été¢ démontré dans de nombreuses études (Meslin et al.,
2011a ; Moss et al.,, 2007). Des ¢études phylogénétiques ont tenté¢ de retracer 1’histoire
commune de ces protéases. Elles ont émis I’hypothése que les métacaspases, les paracaspases
et les caspases ont co-évolué a partir d’un gene ancestral, dont I’origine serait le Transfert
Horizontal de Génes (HGT) entre un endosymbiote mitochondrial, les protobactéries-d et les
premiers eucaryotes. De plus, les caspases, les paracaspases et les métacaspases de type |
proviendraient d’un ancétre commun dont 1’origine serait un transfert horizontal de genes
entre les endosymbiotes et un hdte eucaryote. Les métacaspases de type Il proviendraient d’un
second transfert horizontal de geénes d’un plaste & partir d’une cyanobactérie par
endosymbiose (Chowdhury et al., 2008 ; Vercammen et al., 2007). Une comparaison entre les

caspases, les paracaspases et les métacaspases est montrée dans la Figure 19.
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Figure 19. Représentation schématique des propriétés structurales des caspases,
métacaspases et paracaspases

Les prodomaines des caspases initiatrices/inflammatoires et les métacaspases de type I sont
représentés en couleur gris clair. Le domaine N-terminal des paracaspases contient un domaine de
mort (en noir), un ou deux domaines d’immunoglobuline (représenté en bleu). La position des
résidus catalytiques Histidine et Cystéine est indiquée par les barres en jaune, au niveau de la
grande sous-unité P20 (en rouge). La petite sous-unité est représentée en vert, la région C-terminal
des paracaspases impliquée dans [’ubiquitination (représentée en rose) (Adaptés selon
Vercammen et al,. 2007).

5.2.2.2. Identification de Métacaspases chez certains organismes unicellulaires

5.2.2.2.1. Métacaspase 1 de S. cerevisiae (Ycal)

La levure S. cerevisiae a été largement utilisée par beaucoup d’équipes de recherche comme
modele idéal pour étudier le mécanisme de mort cellulaire chez les organismes unicellulaires.
L’activité protéolytique de Ycal a été mise en évidence suite a des réponses aux conditions de
stress et cette forme de mort cellulaire était révélée par des marqueurs apoptotiques (Madeo et
al., 2002a). Plus tard, la structure de Ycal a pu étre résolue par cristallographie (Ycal,
GenBank : 854372). 11 a été¢ démontré que la surexpression de Ycal chez la bactérie présentait
des phénomenes d’auto-clivage calcium-dépendant et que Ycal clive ses substrats au niveau
des résidus arginine/cystéine, contrairement aux caspases (Wong et al., 2012). Ainsi, Ycal a
été supposé jouer le role de régulateur de ’apoptose déclenché par des stimuli tels que les
stress oxydants (Watanabe and Lam, 2005). Par ailleurs, des métacaspases de plusieurs
protozoaires ont été¢ exprimées chez la levure, notamment la métacapase 1 de P. falciparum
(PfMCAT1) dans le but d’élucider son activité protéolytique et d’identifier les acteurs majeurs
impliqués dans cette voie de mort cellulaire (Meslin et al., 2011a). Egalement, dans le génome
du champignon pathogene filamenteux, Aspergillus fumigatus, deux métacaspases (CasA et
Cas B) ont été identifiées. L’activité de ces deux métacaspases a été démontrée comme

nécessaire a la virulence du champignon. De plus, ces deux métacaspases ont été démontrées
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jouer également un réle plutét dans la survie cellulaire que dans le processus de mort

cellulaire (Richie et al., 2007).

5.2.2.2.2. Métacaspases chez la plante A. thaliana

Dans le génome d’A4. thaliana, 9 métacaspases (Atmcl- Atmc9) ont été identifiées. Parmi ces
métacaspases, trois (Atmcl-Atmc3) ont été classées dans la catégorie du type «I» et six
(Atmc4-Atmc9) dans le type «II» des métacaspases. Dans le but d’étudier I’activité
enzymatique, ces deux types de métacaspase ont été surexprimées chez la bactérie. Un
phénomene d’auto-clivage cystéine-dépendante a été rapporté pour les métacaspases de type
II, contrairement au type I. Il a été également rapporté que les métacaspases de type I
présentent des similarités avec celles des caspases initiatrices, qui nécessiteraient une
oligomérisation de la plateforme d’activation pour étre actives. Ces enzymes ont été
démontrées cliver leurs substrats au niveau des résidus arginine/lysine a la position P1

(Vercammen et al., 2004 ; Watanabe and Lam, 2005).

5.2.2.2.3. Métacaspase chez T. brucei

Dans le génome de 7. brucei, I’agent responsable de la trypanosomose africaine, cinq
métacaspases ont ét¢ identifices (MCA1-MCAS). Parmi ces métacaspases trois possédent les
résidus histidine—cystéine conservés dans la dyade catalytique (MCA2, MCA3 et MCAS),
(Moss et al., 2007). Une mutation de la métacaspase 2 de 7. brucei (MCA2) a été montrée
sans effet, mettant en évidence une éventuelle redondance entre les trois métacaspases
(MCA2, MCA3 et MCAS). La surexpression de la métacaspase 4 de 7. brucei chez la levure a
montré un phénotype de déficit respiratoire diminué¢ de moitié, li¢ a un dysfonctionnement du
systéme mitochondrial, et une inhibition de la croissance cellulaire. Ainsi ces observations ont
permis de supposer que MCA4 pourrait jouer le role du contrdle de la prolifération cellulaire.
Cependant aucune activité protéolytique n’a été observée aprés sa surexpression chez la
bactérie et chez la levure (Szallies et al., 2002). Récemment, la MCA2 a été résolue par
cristallographie, et son activité protéolytique a été¢ démontrée étre calcium-dépendante, dont la

spécificité des substrats est arginine-lysine (McLuskey et al., 2012 ; Moss et al., 2007).
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5.2.2.2.4. Métacaspase chez Leishmania major

Dans le génome de L. major, une seule métacaspase (LmjF35.1580) a été identifiée. L activité
protéolytique de cette métacaspase a ¢été mise en évidence suite a sa surexpression chez la
levure. Elle clive ses substrats sur des résidus arginine/lysine dans la position P1 de leurs
substrats, mettant ainsi en évidence une préférence basique des métacaspases (Zalila et al.,

2011).

5.2.2.2.5. Métacaspase de Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii est 1’agent de la toxoplasmose, qui est a 1’origine d’une infection
asymptomatique chez les personnes immunocompétentes, mais qui peut devenir pathogeéne
chez les personnes immunodéprimées. Dans le génome de ce parasite, trois génes codant des
protéines a caspases-like ont ét¢ mis en évidence (TGGT1 206490, TGGT1 278975 et
TGGT1 243298). Seule la métacaspase (TGGT1 206490) présente la dyade catalytique
histidine et cystéine conservée a l’instar du géne de la métacaspase 1 de P. falciparum
(PfIMCAT1). Des études d’expression hétérologue de TGGT1 206490 de T. gondii chez la
bactérie ont démontré que cette protéine s’autoclive suite a son expression, comme cela a été
précédemment décrit dans une étude d’expression du domaine catalytique de PfIMCAT1 chez
les levures (Meslin et al., 2011a). De plus, une mutation compléte du géne (knockout) de
TGGT1 206490 n’a pas montré d’effet sur la croissance parasitaire et sur la virulence du
parasite. L utilisation des inhibiteurs de caspases E64 et Z-VAD-fmk sur la culture parasitaire
soumise a une pression médicamenteuse, restaure la prolifération cellulaire et inhibe I’activité

apoptotique, mettant en évidence la voie apoptotique dépendant des caspases (Li et al., 2015).

5.2.2.2.6. Métacaspases des Plasmodium

L’annotation du génome des Plasmodium humains (P. falciparum et P. vivax) et le
Plasmodium murin (P. berghei) révelent chacun la présence des trois genes codant les
métacaspases : dans le génome de P. falciparum (PfIMCA1 (PF 0289), PfMCA2
(PF14_0363) et PIMCA3 (PF14_0160) et dans le génome de P. vivax (PvMCI1 (Pv114725),
PvMC2 (Pv118575) et PvMC3 (Pv08564), et dans le génome de P. berghei
(PbMC1(PB001074), PbMC2 (PB000485) et PbMC3 (PB000564). Des études d’alignements
de séquences ont révélé que seuls PIMCAT1, PvMCI et PbMC1 possedent les résidus histidine
et cystéine dans la dyade catalytique Figure 20 (Le Chat et al., 2007). Parmi ces trois
enzymes, seule la PIMCAT apparatenant au type I des métacaspases est la plus étudiée et son

role dans 1’apoptose a ¢té démontré (Meslin et al., 2007, 2011a). Une étude sur I’activité
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protéolytique de PfMCA1 chez la levure a mis en évidence une activité apoptotique du
domaine catalytique de PIMCAT1 par une mort cellulaire des levures. De plus, un phénomeéne
d’auto-clivage de la protéine aprés son expression a été rapporté et cette activité était calcium-

dépendante (Meslin et al., 2011a).

Cependant, le role des métacaspases dans la mort cellulaire programmeée chez ces organismes
unicellulaires fait I’objet des débats controversés. Ces métacaspases ont été démontrées non
seulement jouer un role dans la mort cellulaire programmée (PCD), mais également dans le
processus de contrdle de la prolifération cellulaire, la biogénése mitochondriale démontrée par
I’expression hétérologue de la métacaspase 4 de 7. brucei chez S. cerevisiae et d’autre part la
prolifération cellulaire chez L. major (Wanderley and Barcinski, 2010). Mais de maniere
intéressante, ces métacaspases sont absentes chez les métazoaires. De ce fait, elles peuvent
étre des bonnes cibles thérapeutiques pour de nombreuses pathologies parasitaires telles que

les trypanosomoses, les leishmanioses et le paludisme.
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5.2.2.2.6.1. Métacaspase 1 de Plasmodium falciparum (PfMCA1) cible thérapeutique contre
le paludisme

Le géne de la métacaspase 1 de P. falciparum (PfMCAT1) est long de 1 842 paires de bases et
code une protéine de 613 acides aminés avec une masse prédite a 71,6 kDa (Plasmodb.org,
Meslin et al., 2007). Pour les Plasmodium, aucune structure des métacaspases n’a encore €té
déterminée. Toutefois, les précédents travaux ont été basés sur des modeles moléculaires in
silico pour prédire les différentes structures de PIMCAT1. Cependant des études d’expression
hétérologues de PfIMCA1 chez les bactéries, les levures et les cellules COS7 (cellules de
singes) ont démontré le role de PfIMCAI1 dans I’apoptose et une activité protéolytique a
I’instar des caspases (Meslin et al., 2007, 2011a). Ainsi, ces récents travaux ont mis en
¢vidence le role essentiel de 1’apoptose dans le développement des parasites unicellulaires,
méme si des controverses persistent sur la réelle nature de cette mort (Engelbrecht and
Coetzer, 2013 ; Totino et al., 2008). La connaissance des régulateurs de cette protéine, ainsi
que le détail des mécanismes par lesquels PIMCA1 induit la mort cellulaire, permettrait de
traiter la maladie en agissant sur ces mécanismes de mort intrinséque du parasite. Par ailleurs,
le mécanisme d’auto-clivage des métacaspases suite a leur expression a largement été
rapporté chez plusieurs protozoaires (7. brucei, L. major et P. falciparum) (Meslin et al., 2007
; Moss et al., 2007 ; Zalila et al., 2011). Ce phénoméne d’auto-clivage complexe reste encore
trés peu €lucidé et rend difficile les études de détermination de structure de PfIMCAI, afin de
réaliser le docking moléculaire a la recherche des nouvelles molécules candidates

thérapeutiques.
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VI. Docking Moléculaire et Criblage a Grande Echelle (VHTS : Virtual
High Throughput Screening)

Actuellement, une nouvelle approche de chimie dynamique combinatoire est en plein essor
pour permettre la découverte de nouvelles molécules actives. En effet, cette nouvelle
technique utilise un criblage virtuel a haut-débit en exploitant la molécule de la cible
biologique comme un mod¢le (template) pour désigner son propre inhibiteur grace a un auto-
assemblage de son site actif. Souvent I’identification de ces molécules candidates est basée
soit sur une structure tridimensionnelle (3D), soit sur la structure des enzymes (rayons X,
Résonance magnétique nucléaire (RMN) qui sont des outils largement utilisés (Leung-Toung
et al., 2006). D’ailleurs, c’est une technique tres utilisée par I’industrie pharmaceutique pour
développer de nouveaux médicaments. Ainsi, cette technologie est issue de la combinaison de
plusieurs disciplines, notamment les progres de la biologie moléculaire et de 1’informatique.
Ce criblage est dit a haut débit du fait de I’analyse des dizaines, voire des milliers de
molécules de manic¢re rapide. Des bases de données sont disponibles et permettent de

retrouver certaines molécules sélectionnées comme la base de données Zinc.docking.org.

Ainsi les propriétés (Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion : AMDE) de ces
molécules candidates peuvent étre étudiées par des tests in vitro (sur culture parasitaire) et in

vivo (modeles animaux).

6.1. MMV (Medicines for Malaria Venture)

Le développement des médicaments contre le paludisme cotte cher et le rendement est faible.
C’est une des raisons majeures qui expliquent le manque d'intérét de 1’industrie
pharmaceutique a investir dans ce domaine. Pour pallier les difficultés financieres qui
entravent le développement des antipaludiques, un partenariat public-privé a but non lucratif a
été créé en 1999 en Suisse sous le nom de MMV. Le but de cette fondation collaborative est
de réduire le fardeau du paludisme dans les pays endémiques en découvrant, développant et
fournissant des nouveaux antipaludiques a des colits abordables. Ainsi pour valider les
molécules candidates en vue de potentiels traitements du paludisme, MMV propose un
ensemble de critéres de sélection auxquels ces molécules doivent répondre pour rentrer dans

le pipeline de MMV (http://www.mmv.org/research-development).
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RESULTATS

Partie I

1. Recherche de nouveaux anti-paludiques en vue de I’étude de leur mécanisme d’action
J’ai débuté mes travaux au laboratoire a la recherche de nouvelles molécules actives. Un
modele de PEIMCAT1 a été déja construit virtuellement in silico grace au docking moléculaire
et au criblage virtuel a grande échelle (VHTS) par un stagiaire de master 2 de 'INSA de Lyon
(Tsinda Claire RUKWAVU). A partir de ce mode¢le, dix molécules cibles de PIMCAT ont été
s¢lectionnées dans la base de données Zinc.docking.org. L’objectif était de tester I’activité
antipaludique de ces molécules in vitro sur des cultures de différents clones de P.

falciparum et d’étudier leur potentielle induction de I’apoptose.

1.1. Modélisation virtuelle de la structure 3D de la PfIMCA1 de Plasmodium falciparum

Le modele de PIMCAL a été construit in silico basé sur la structure de la métacaspase 2 de 7.
brucei résolue par cristallographie, grace au docking moléculaire et au criblage virtuel a
grande échelle (VHTS) utilisant le serveur Autodock4. Ce modele présente 28,86% d’identité
au niveau du site catalytique, comparé a la métacaspase 2 du 7. brucei. Ainsi dix molécules
cibles de PIMCAL ont été sélectionnées selon leur énergie de liaison avec ce modéle PIMCAL
construit. Parmi ces dix molécules, 5 ont été retrouvées dans la base de données
Zinc.docking.org grace a leurs numéros d’identification. Ces molécules candidates ont été

testées sur la culture in vitro des clones de P. falciparum (3D7 et W2).

1.1.1. Matériels

Deux clones de P. falciparum, 3D7 (chloroquino-sensible, origine inconnue) et W2
(chloroquino-résistant, Indochine) ont été obtenus du réseau WWARN (World Wide
Antimalarial Resistance Network). Les molécules (2,5,8 et 10) ont été achetées chez la société
Enamine (Ukraine) : Molécule 2 (M2), ID :69626884 (2-(1-methylpyrazol-4-yl)-4-[[(2S)-2-
(pyrazol-1-ylmethyl)pyrrolidin-1-yl]methyl]thiazole), Molécule 5 (MS5), ID :69667914 (3-[2-
[(2S)-2-[(2R)-1-methylpyrrolidin-2-yl]pyrrolidin-1-yl]-2-oxo0-ethyl]-1,2.3-benzotriazin-4-
one), Molécule 8 (M8), ID :69570357 (3-[5-[(1R,25)-2-methylcyclopropyl]-2-furyl]-1-[(2R)-
2-[(2S)-1-methylpyrrolidin-2-yl]pyrrolidin-1-yI]) et Molécule 10 (M10), ID:69581907 ((2S)-
2-(2,3-dihydro-1.4-benzodioxin-6-yl)-1-[(2R)-2-[(2S)-1-methylpyrrolidin-2-yl]pyrrolidin-1-

yl]pr). La molécule 3 nous a été¢ founie par le laboratoire de chimie (CPE : Ecole supérieure
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de Chimie, Physique, Electronique) de Lyon: (M3), ID :36031797 (1-[benzyl-[(2-

methoxyphenyl)methyl]amino]-2-methyl-propan-2-ol).

La structure chimique des cinqg molécules testées

M2. 2-(1-methylpyrazol-4-yl)-4-[[(2S)-2-(pyrazol-1-yimethyl) pyrrolidin-1-ylmethyl[thiazole

Formule chimique: C;sH;0NgS

Poids moléculaire: 328,4 g/mol

(P

M3. Formule chimique: C9H,5sNO,

Poids moléculaire: 299,4 g/mol

MS5. 3-/2-/(28)-2-[(2R)-1-methylpyrrolidin-2-yl[pyrrolidin-1-yl]-2-0xo0-ethyl]-1,2,3-benzotriazin-4-one

Formule chimique: C;3H,3N50,

Poids moléculaire : 341,4 g/mol

70



MS. 3-/5-[(1R,2S)-2-methylcyclopropyl]-2-furyl]-1-[(2R)-2-[(2S)-1-methylpyrrolidin-2-yl|pyrrolidin-1-yl]

Formule chimique: C,,H;yN,0,

Poids moléculaire: 330,5 g/mol

M10. (25)-2-(2,3-dihydro-1,4-benzodioxin-6-yl)-1-[(2R)-2-[(2S)-1-methylpyrrolidin-2-yl[pyrrolidin-1-yl/pr

Formule chimique: C,0H,5N,05

Poids moléculaire: 344,4 g/mol

1.1.2. Méthodes

1.1.2.1. Culture in vitro des clones de P. falciparum

Les clones 3D7 et W2 du WWARN sont maintenus en culture dans une étuve a 37°C, en
atmosphere humide, a 5% de CO,. Les parasites sont cultivés sur des globules rouges humains
O" (EFS Lyon), a 5 % d’hématocrite dans un milieu complet RPMI (RPMI : milieu RPMI
1640 complété avec 25 mM Hepes, 50 pg/mL gentamicine, 0,1 mM hypoxanthine, 20 mM
NaHCOj et 0,5 % d’AlbuMax II) dans des flacons de culture de 25 cm?® (Trager and Jensen,
1976). Le changement de milieu de culture se fait toutes les 24 h. Des frottis sanguins sont
réalisés sur des lames, puis colorés au Giemsa dilu¢ 1/10 dans du PBS, aprés incubation
pendant 20 min. Les lames sont observées et lues sous microscope optique pour déterminer la

parasitémie.

1.1.2.2. Tests in vitro de sensibilité
Le test in vitro consiste a évaluer I’activité anti-plasmodiale d’une gamme de concentrations

de drogues. Ces molécules ont été testées sur des clones de P. falciparum 3D7 et W2 en
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culture continue selon la méthode de K. Rieckmann, dont la méthode a été initiée par Bass en
1922, dans des plaques de 96 puits (Basco, 2007). L’activité antipaludique de ces molécules a
¢té évaluée par la détermination de la concentration inhibitrice a 50% (Clso) de la croissance
parasitaire. D’abord I’hématocrite est ramené a 1,5% et la parasitémie a 0,5% et le volume
final par puits est de 200 pL. Apres 1’ajout des drogues dans les puits, les plaques ont été
incubées pendant 72 h a 1’étuve. Ensuite, les plaques ont été congelées avant lecture. Apres
décongélation des plaques, les globules rouges étaient dilués dans du tampon de lyse. La
concentration inhibitrice (CI50) de la croissance parasitaire était déterminée par lecture au
fluorimetre (SYBR Green). Les résultats ont été analysés avec le logiciel HN- Non Lin V1.1.
Ces expériences ont ¢été répetées trois fois et a chaque expérience une gamme de

concentration de 156,25nM a 10uM a été testée en triplicata.

Résultats

Tableau 6 : Résultats des tests in vitro des molécules
Clones/Molécules CQ M2 M3 M5 MS M10
3D7 26 nM 8 uM 18 uM >10 uM 14 uM >10 uM
W2 320 nM 9 uM 14 uM >10 uM S uM 8 uM

Compte tenu des valeurs de Clsg €élevées, ces résultats n’ont pas pu aboutir a une publication.

72



2. Déterminer la structure tridimensionnelle (3D) de la métacaspase 1 de Plasmodium
falciparum (PfMCA1)

Pour étudier la structure tridimensionnelle de PIMCAT1 de P. falciparum, nous avons décidé
dans un premier temps de sur-exprimer la protéine chez les bactéries, ensuite, la purifier en

vue de déterminer sa structure par cristallographie.

2.1. Matériels

Le clone 3D7 de P. falciparum a été utilisé dans ces expériences. Le vecteur pET-Duet-1
utilisé pour le clonage a pour référence: 71146-3 (Merck, France). Des types de bactéries ont
été utilisés dans cette étude : les bactéries Top 10 : référence C4040-10 (Invitrogen, France) et

les bactéries Rosetta2 : référence 71402-4 (Merck, France).

2.2. Méthodes

2.2.1. Extraction de ’ADN génomique (ADNg) de P. falciparum

A partir d’une culture continue du clone 3D7 & une parasitémie de 7,5 %, la culture était
centrifugée a 350 g pendant 5 min, puis le culot parasitaire était récupéré pour extraire
I’ADNg avec le QIAamp DNA mini Kit (Qiagen, France). La concentration de I’ADNg
extrait était estimée par lecture au spectrophotometre par la formule suivante

DO260*50(ADN)*facteur de dilution.

2.2.2. Amplification du géne PfMCAL1 par la PCR (Réaction de polymérisation en chaine)

La PCR a été effectuée dans un volume final de 50 pL. La réaction de mix comprend les
dNTPs (Roti MIX PCR 4 a 10mM, ROTH, France), les deux amorces spécifiques, amorces
sens, 5’-GAATTCGAAAAAATATACGTC-3’ et I’amorce anti-sens, 5’- CTCGAGAAA
AAAAAATAA ATTTTTAAG-3’a 10uM (TIB Mol Biol, France), (les sites de restriction
Eco RI et Xho 1 sont soulignés), le tampon supplémenté de MgCl, a 1x et la Tag DNA
polymérase a 2,5 unités (Kit Expand High Fidelity PCR System, Roche, France). Cinq pL
d’ADNg étaient ajoutés au mélange, puis la PCR était effectuée dans un thermocycler avec le
programme suivant : 94°C, afin de dénaturer I’ADN, puis 40 cycles de dénaturation (94°C),
hybridation des amorces sur I’ADN a 47°C et ¢élongation a 68°C. L’amplification du gene
¢tait vérifiee par un dépdt d’un aliquot sur un gel d’agarose a 1,5% puis électrophorése. Le
fragment amplifié était observé sous un transilluminateur a UV, puis purifié a partir du gel par

le kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, France).
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2.2.3. Clonage du géne PfMCAT1 dans le vecteur pET-Duet-1

2.2.3.1. Double digestion de PFIMCAI et du vecteur pET-Duet-1

Le vecteur, PET-Duet et I’insert, PIMCAI étaient simultanément digérés par deux enzymes
de restriction Eco RI (20U/mL, BioLabs, France) et Xho I (40U/uL, Roche, France), dans du
tampon H (5 * 1 mL, Roche, France), pendant 2 h a 37°C. Puis, les enzymes étaient inactivées
pendant 20 min a 65°C. Les produits de digestion étaient vérifiés sur gel d’agarose (1,5%) par
dépdt d’un aliquot puis électrophorese. Le vecteur digéré était ensuite déphosphorylé par le
Kit TSAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Promega, France), pendant 15 min a 74°C
et le vecteur digéré était purifié par le Kit QIAquick PCR purification Kit (Qiagen, France).
Le gene de PIMCALI digéré était purifié par le Kit QIAquick Nucleotide Removal Kit
(Qiagen, France).

2.2.3.2. Ligation de ’insert (PfMCAT1) dans le vecteur (pET-Duet-1)

Le gene PIMCAL et le vecteur purifiés étaient ligués par I’enzyme T4 DNA ligase (100U, soit
lu/uL, Roche, France), dans du tampon de ligation 10x (ImL, Roche, France) dans un
volume final de 10 pL, pendant une nuit a 16°C. Trois ratios de ligation ont été testés : 1/1,

1/2 et 1/3.

2.2.4. Transformation des bactéries Top 10 avec le produit de ligation

Une transformation bactérienne a été réalisée par choc thermique (30 min dans la glace, puis
42°C pendant 30 sec) avec le produit de ligation. Les bactéries ainsi transformées étaient
resuspendues rapidement dans du milieu SOC (2% tryptone, 0,5% yeast extract, 10mM NaCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM glucose), sous agitation, pendant 1 h a
37°C. Ensuite, les bactéries étaient étalées sur des boites de Pétri contenant le milieu LB-agar
(1% tryptone, 0,5% yeast extract, 10 mM NaCl, 2 mM NaOH, 2% agar, ROTH, France) et de
I’ampicilline (100 pg/ul, ROTH, France). Les boites étaient mises dans 1’étuve a 37°C
pendant une nuit. Le lendemain, les colonies qui avaient poussé ont été repiquées et remises
en culture dans du milieu liquide LB Broth (Tryptone, 10g/L, Yeast extract 5g/L et NaCl

5g/L) pendant une nuit a 37°C sous agitation.
2.2.5. Purification des vecteurs par mini-prep ou maxi-prep

Les vecteurs étaient purifiés a partir de la culture bactérienne incubée toute la nuit par le

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, France). Les vecteurs purifiés étaient doublement
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digérés par les enzymes de restriction Eco RI et Xho 1 et les produits digérés étaient vérifiés

sur gel d’agarose (1,5%) puis électrophorese, pour vérifier si le clonage a bien fonctionné.

2.2.6. Transformation des bactéries Rosetta2 avec le vecteur recombinant (pET-Duet-1)

Les bactéries Rosetta2 BL21 (DE3) étaient transformées avec le vecteur recombinant pET-
Duet-1 PfMCAT par choc thermique. Apres transformation, les bactéries étaient ensemencées
sur des boites de Pétri contenant du milieu LB agar, de I’ampicilline (100 pg/mL) et du

chloramphénicol (34 pg/mL), puis incubés toute la nuit a 37°C.

2.2.7. Production de la protéine PFMCA1 chez les bactéries Rosetta2

Apres la culture d’une nuit, les bactéries étaient repiquées dans du milieu liquide LB broth
contenant 100 pg/mL ampicilline and 34 pg/mL chloramphénicol. La croissance bactérienne
était suivie jusqu’a atteindre une densité optique (D.Ogqg) entre 0.5-0.6, puis la production de
la protéine ¢tait induite par I’ajout de I'IPTG (isopropyl-1-thio-p-D-galactopyranoside),
jusqu’a une concentration finale de 1 mM. La vérification de I’expression de la protéine était
réalisée par 1’analyse du SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis). Cependant 1’analyse du SDS-PAGE n’a pas révélé [’expression de la

protéine de PIMCAL.

2.2.8. Optimisation du gene PFIMCAL1

La séquence du gene PfIMCAL a été optimisée par la société GenScrip dans le but d’améliorer
son expression. Le géne ainsi optimisé était cloné avec succes dans le vecteur pET-Duet-1 et
une transformation des bactéries Rosetta2 BL21 (DE3) a été réalis¢ comme précédemment

décrit.

2.2.9. Surexpression de la protéine PIMCA1 optimisé

Une culture a été préparée d’un stock glycérol dans 10 mL de milieu de culture LB plus
ampicilline 100 pg/mL et 34 pg/mL chloramphénicol a 37°C sous une agitation. Une fois que
la valeur d’absorbance a 600 nm (Abseoonm) @ atteint 0,6, la surexpression de la protéine a été
induite par ajout de 1 mM d’IPTG sur la nuit a 37°C. A la fin de 1'induction, les cellules ont
¢été collectées par centrifugation a 6000 x g pendant 10 minutes a 4°C et les culots ont été

congelés a -80°C.
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2.2.9.1. Détermination de la solubilité de la protéine de PfMCAL1

Les culots cellulaires décongelés ont été repris dans 1 mL de tampon de lyse (50 mM Tris-
HCI pH 8,0, 100 mM NaCl) puis lysées par trois sessions successives de 30 pulsations avec
un sonicateur (Branson Sonifier 250). Le lysat cellulaire a été clarifié par centrifugation a
14000 x g pendant 30 minutes a 4°C. Les culots restants ont été repris dans un méme volume

de tampon de lyse.

2.2.9.2. Analyse par SDS-PAGE

10 uL de chaque fraction ont ét¢ mélangés a 10 pL de tampon de Laemmli concentré 2 fois
(5% (v/v) B-mercaptoéthanol, 0,001% (v/v) bleu de bromophénol, 25% (v/v) glycérol, 2%
(m/v) SDS et 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, BioRad). Le mélange a été dénaturé en chauffant 5
minutes a 96°C puis chargé sur un gel de polyacrylamide 10% (v/v) en présence d’un
marqueur de masses moléculaires (Prestained Protein Ladder, Fermentas). La migration a été
faite avec le tampon Tris-Glycine-SDS (0,25 M Tris-HCI pH 8,3, 1,92 M glycine et 1% (m/v)
SDS, Euromedex) a 90 V pendant 10 minutes puis a 130 V jusqu’a ce que le front de
migration soit a la limite d’exclusion du gel. Pour la révélation, le gel a ét¢ mis en contact
avec la solution commerciale (PageBlue™ Protein Staining Solution #R0571, Fermentas)

pendant 1 h avant d’étre lavé avec 100 mL d’eau déionisée pour éliminer 1’excés de colorant.

2.2.9.3. Analyse par Western-blot

Apres séparation des protéines par SDS-PAGE, un électro-transfert sur une membrane de
nitrocellulose de 0,45 pum (GE Healthcare, Amersham, Hybond ECL Nitrocellulose
Membrane) est réalisé en milieu liquide. La migration est effectuée dans un tampon acide 3-
(Cyclohexylamino)-1-propanesulfonique (CAPS)/Ethanol (10 mM CAPS pH 11, 10% (v/v)
¢thanol) sous un ampérage constant de 400 mA pendant 45 minutes. Apres transfert, la
membrane est saturée dans une solution de PBS/Tween®20/Lait (PBS 1X (solution 10X :
NaCl 80 g, KCI pH 7,2-7,4 80 g, Na,HPO, 11,5 g, KH,PO4 2 g, Euromedex), 0,1% (v/v)
Tween“20, 5% (m/v) Lait) pendant 1 h a température ambiante afin de bloquer les sites de
liaison non-spécifiques. La membrane est ensuite incubée 1 h a température ambiante dans
une solution PBS/Tween®20/Lait contenant I’anticorps primaire, dirigé contre 1’étiquette
poly-histidines. L’anticorps en question est un anticorps monoclonal de souris (clone HIS-1,
Sigma) dilué au 1/6000. Apres trois lavages (3x5 minutes) avec une solution de
PBS/Tween®™20 (PBS 1X, 0,1% (v/v) Tween"20), la membrane est incubée 1 h a température

ambiante avec une solution de PBS/ Tween"20 contenant I’anticorps secondaire, anti-souris
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couplé a la phosphatase alcaline (Interchim), dilué au 1/10000. La membrane est une nouvelle
fois rincée avec une solution de PBS/ Tween®20 (3x5 minutes) et un lavage avec une solution
de PBS 1X pendant 5 minutes a température ambiante. La révélation est réalisée avec le
substrat SIGMAFAST™ pendant quelques minutes a température ambiante faisant apparaitre

un précipité violet.

Résultats
Les résultats d’expression des trois types de génes de PFMCAL1 sur I’analyse de SDS-PAE et du

Western-blot des fractions solubles et insolubles des chacunes des formes.

A2 Fl.on A Al Fl.onr
ICALl Tlop CAl

AMCAL AMCAL

m’_u CSN CSN C SN T+T+ (LDa) M CSN CSNC SN T+T+
i 7
55 55 b
36w > a6 v
28 28
17 17
SDS-PAGE Western blot anti-histag

C = culot, SN = Surnageaut et T+ = témoin positif du WB

. (géne PIMCAT non-optimisé) : Nous n’avons pas observé I’expression de
PfMCALI sur I’analyse de SDS-PAGE.

e MCAI1 FLopti (gene PfMCA1 optimis€): Pour DI’xpression du gene PfMCAI
optimisé, nous avons observé sur 1’analyse de SDS-PAGE de la fraction insoluble
deux bandes. Une faible bande environ 20 kDa et une bande au environ de 50 kDa qui
pourrait correspondre a la protéine de PIMCAL1 clivée, dont seule la bande 20 kDa est
faiblement détecté sur WB. Tandis que la bande 50 kDa, n’a pas pu étre détecté sur le
WB, parce que cette partie qui correspond a la partie C-terminal porte le S-Tag, alors
que la révélation sur WB a été réalisé avec le anti-histag.

e AMCAI (domaine catalytique de PIMCAT) : Pour I’xpression du domaine catalytique
seul, nous avons observé une faible bande environ 34 kDa dans la fraction insoluble et

qui est faiblement révele sur WB.

Ainsi, malgré de nombreuses tentatives de la surexpression de PIMCAI1 chez les bactéries,

nous n’avons pas réussi a récupérer la protéine entiere, a cause d’un phénomene d’autoclivage

77



de cette dernicre, qui se produit suite a son expression. Ainsi, cet objectif n’a pas pu étre

atteint, et par conséquent, n’a pas fait 1’objet d’une publication.
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Article 1 de revue : Plasmodium falciparum meurt-il par apoptose ?

Compte tenu des débats scientifiques concernant la nature de la mort cellulaire chez les
organismes unicellulaires, plus particulierement celle décrite chez P. falciparum, nous avons
décidé de rédiger une revue a ce sujet avec les récentes découvertes. La mise a jour de la
classification du NCCD sur le type de mort cellulaire est d’une grande importance pour mieux
permettre la spécification du type de mort cellulaire. En effet, la spécification d’un type de
mort pour les organismes unicellulaires est sujette a des controverses compte tenu de la
difficulté¢ a mettre en évidence tous les marqueurs de mort pour mieux spécifier le type de
mort mis en évidence. A la lumiére des récents travaux, nous nous sommes posé la question si
P. falciparum posséde sa propre machinerie apoptotique, qui lui permette de réguler soit sa

survie soit sa mort.
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ABSTRACT Mechanisms of cell death in unicellular parasites have been sub-
jects of debate for the last decade, with studies demonstrating evidence of
apoptosis or non-apoptosis like mechanisms, including necrosis, and autoph-
agy. Recent clarifications on the definition of regulated or accidental cell
death by The Nomenclature Committee on Cell Death provides an opportuni-
ty to reanalyze some data, re-evaluate conclusions in the light of parasite di-
versity, and to propose alternative arguments in the context of malaria drug
resistance, considering lack of really new drugs in the pipeline. Deciphering
the mechanisms of death may help in detection of new drug targets and the
design of innovative drugs. However, classifications have been evolving rapid-
ly since initial description of "programmed cell death”, leading to some uncer-
tainty as to whether Plasmodium cell death is accidental or regulated.
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INTRODUCTION

Eugene Blank wrote years ago to the Lancet a few words
from “The rape of Lucrece” where Shakespeare anticipated
the existence of apoptosis [1):

—.showing life’s trivmph in the map of deoth,
And death’s dim look in life mortality...

But the drama of malaria is far from literature and requires
more attention to the mechanisms of parasite death.
Plazmodivm falciporum causes malaria in millions of peo-
ple each year, killing thousands, and leading to poverty
and neurclogical sequelae for an undetermined number of
others [2]. Members of the Plasmodium genus are more
than two hundred, but onky five species infect humans: P.
folciparum, P. vivax, P. ovale, P. malarioe and P. knowlesi.
Maost of the knowledge accumulated over the centuries is
on P. folciporum. Interast in P wwox BB mounting due to
several factors, first, it plays a role in severe malaria, sec-
ond, it develops drug resistance, and third, it has persis-
tent dormant liver forms placing it as 2 public health prob-
lemn today and tomormrew [3]. Few non-human species have
been studied as models on specific aspects of this disease.
P. knowlesi has bean known to humans since 1930, but
modecular methods showed more recently that its circula-
tion among humans is more frequent than earlier suspect-
ed |4]. Extensive knowledge i= available about the major
steps of the malaria parasite cycle in the human and the

RCD - reguinted cell death,

masgquito hosts, its biclogy, and the pathology it induces.
On the contrary, very little is known about Plosmodium
death, natural or induced by a physical, chemical or biclog-
ical stress. Sewveral mechanisms of cell death are known,
including necrosis, apoptosis and awtophagy, and these
mechanisms have driven an increasing interest over the
last two decades.

If a parasite has a "goal”, it is that it be transmitted
from host to host. Being responsible for morbidity or mor-
tality is & collateral effect that precludes parasite transmis-
sion. High parasite virulence may lead to low transmissibil-
ity and sequentially low endemicity, for instance, killing its
host before production of sexual forms which can be
picked up by mosquitoes for continuity of the cycle, is a
cost to parasite fitness. P. folciporum, is one of the most
harmful of the malaria parasites. One could speculate that
it has n inherent limitation to its transmission, leading to
devastating dizeaze in humans. On the other hand, one
could reason that this unicellular parasite could be acting
as a dispersed body within its vector and definitive host,
efther activating or not mechanisms that could regulate its
virulence in terms of infectious burden. The most obvious
of these potential mechanisms could be eliminating part of
the parasite population in favour of host survival thus sus-
taining parasite transmission. Regulated cell death may be
very well a cornerstone of this strategy.
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PLASMODILIM CELL DEATH

Crisis forms of the parasite were described in the early 20™
century, but these punctuated and condensed parasites
were not extensively studied per se (approximately thirty
publications). They were mostly considered as degenerat-
ing forms of the parasite induced by the immune response
and the “crisis form factor™ [5, 6]. While examining with
perplexty Plasmodivm cultures decreasing in parasitemnias
under unknown reasons, we wondered whether these
crisis forms were still alive. With regards to the first de-
scription of apoptosis in a protozoan parasite (Trypanoso-
ma cruzi) by Ameisen in 1995 [7], we explored the notion
that there was more to these crisis forms than parasite
corpses. I 1997, we described the apoptosis-like DMA
fragmentation of P folciparum parasite in response to
chloroguine [CQ) [B]. We speculated that resistance to
chloroguine was related to inhibition of apoptosis. This
first description of apoptosis in Plasmodium parasite was
not readily accepted by colleagues, and regulated Mlosmo-
dium death still remains a controversial subject. More than
fifteen years later, the debate iz still ongoing, and requires
to be revisited in light of recent progresses and issues.
Among the current issues, recent evidence of artemisinin
drug resistance of malaria parasites = a2 huge matter of
concem. Artemisinin and its derivatives may act in part
through the induction of parasite cell death via a redox
mechanizsm. A paralle]l was made decades ago between
resistance to regulated cell death (RCD) of cancer cells and
choloroquine-resistance. The zame paradigm could be
used again for artemisinin-resistant parasites, with sewveral
issues to be addressed before global spreading of malaria
parasite resistance.

“TO DME, TO SLEEP — NO MORE..."
The Womenclature committee on cell death [NCCD) &
working to clearly delineate the boundaries between the
various pathways leading to death of eukaryotic cells, this
is in agreement with continuous progresses made on the
mechanisms involeed in metazoans [9, 10]. Their work is
useful to better knowledge in eukaryotic parasite life or
death decisions. NCCD recently defined cell death as “acci-
dental” or “regulated” [10]. Accidental cell death is caused
by severe physical, chemical or mechanical insults. It is
immediate and without possibility of prevention or regula-
tion by drugs or genetics. It leads to the release of large
amounts of damage-associated molecular patterns [DAME).
DaMPs are key danger signals that initiate an immune
response and a pro-inflammatory cascade by activating
Toll-like receptors (TLR) [11]. These TLR activators can also
contribute to the pathogenesis of inflammatory diseases
and cancer [11]. This model of accidental cell death of par-
asites could be wsed to define the death of microfilariae
when treatments with full doses of Diethyl-carbamazine or
iwermecting are used to treat patients presenting a high
numbers of parasites.

RCD is based on the activity of complex molecular ma-
chinery, giving time to a competitive interplay between
mechanizsms involved in survival and those involved in
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death processes. Mecrosis is neither the representative
form for accidental cell death, nor apoptosis that for pro-
grammed cell death. The NCCD stressed the fact that RCD
may present both apoptotic and necrotic traits, also that
“autophagic cell death™ should be used only from a func-
tional perspective, and when RCD can be modulated by
drugs or genetic intervention [12]. Features of autophagy
are frequent during the different RCD processes, but their
contribution to cellular demise seems to be limited [13, 14].
Apoptosis is defined as a caspase dependant wariant of
RCD, triggered by intrinsic or extrinsic events. Apoptosis
relies on the mitochondrial outer membrane permeabiliza-
tion (MOMP) which requires activity of one of the pro-
apoptotic BCL2 family member genes, balanced by the
activity of anti-apoptotic members of the same family,
under the control of BH3-only proteins. Apoptosis is highly
controlled, thus reversible, as demonstrated by the role of
metabolic check-points in their attempt to re-establish
homeostasis [15]. Bol2-like proteins may operate as central
checkpoints of a network of “firebreaks” leading to “the
point-of-no-return”. Mecroptosis is defined as a capase-
independent RCD initiated by death receptors. Parthana-
tos (caspase-independent cell death involving hyper-
activation of poly [(ADP-ribose] polymerazes and AlF re-
lease) and ferroptosis (cell death induced by iron-
dependant ROS5 accumulation through depletion of the
anticddant glutathione in neurons and cancer cells) are
other forms of specific mechanisms leading to RCD [10].

It became clearer that cell adaptation to stress is a
long-standing mechanism, with the potential of successive
initiation of pathways with balanced effects, leading to or
not the execution of the death machinery. Interestingly,
two exclusive models of cell stress adaptation have been
proposed. The conversion model described the succession
of RCD-inhibitory signals after the insult, followed by RCD-
promoting signaks without overlap. The competition model
speculates that the pro- and anti-RCD machineries are
acting at the same time to favour either cell survival or cell
death. This second model seems to be the most reliable
for various conditions. These concepts, recently formulat-
ed and suspected by many researchers, may explain the
abundance of the debate on the “who kills the cell?” scien-
tific guestion.

Is it expected that new definition will lead to closure on
the debate on how Plosmodium dies: Is it by necrosis,
apoptosis, autophagy or some unknown phenomena? Will
the clarification provided recently by the NOCD help to
define the protozoan, and more specially the Plosmodium
cell death? Do all these really matter?

PLASMODIUM CRIME SCENE: NECROSIS, APOPTOSIS,
AUTOPHAGY?

In @ recent opinion article, Proto and colleagues argued
that protozoan cell death [including Leishmania, Trypano-
sama, and Plasmodium] should only be considered as inci-
dental cell death or unregulated necrosis [1&]. Their opin-
ion was mostly based on the fact that definitive evidence
of machinery similar to eukaryotic cell is lacking in proto-
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zoan parasites. They argued that regulated cell death could
only be demonstrated if the death process can be delayed
or abolished by targeting key signalling or execution path-
ways [16]). But they alo suggested that executioners
andfor regulators could be specific in parasitic protozoa.
Thiz opinion is driven by extensive evidence from experts
and zeems to be conwincing. Mevertheless, since differ-
ences between higher eukaryotic cells and protozoan par-
asites are obvious, should we look for regulated cell death
through the same lens and tools used in parasites as those
in higher eukanyotes, including humans? Is it acceptable to
consider that, during evolution, a unicellular organism has
selected a restricted biological armament essential to
transmit advantages, abandoning unnecessary, finely regu-
lated pathways, which are required for @ multicellular or-
ganism to adapt to a considerable wariety of external
stresses? Finally, should we affirm that a biological evi-
dence of ACD can exist without an already identified bio-
chemical pathway is nonsense?

PLASMODIUM APOPTOSIS

The first description of P. falcipaorum apoptosis was made
at a time when morphological features were the only
markers of apoptosis [B]. P. berghei features of apoptosis
including, condensation of chromatin, DMNA fragmentation,
and esxternalisation of phosphatidylserine were demon-
strated a few years after that [17]. Evidence of Plosmaodi-
um apoptosis was obtained mosthy in two different condi-
tions. First, our primary description of apoptosis features
in parasites subjected to chloroquine pressure opensd the
way to test the potential of other drugs to induce parasite
apoptosis. Later on, Matthews and co-workers pointed out
that the timing of exposure to drugs such as chloroquine
has a major role for the detection of apoptosis markers
[18]. It was also demonstrated that nowel stilbene-
chalcone hybrids cause stage-specific apoptosis-like death
with MOME in P. folciparum ring stages and trophozoites
[19].

Second, the parasite cell death was considered by Hund
and co-workers as a response to within-host environmen-
tal factor during mosquito's stages of the parasite. Several
papers have provided evidence for expression of “classical”
apoptosis markers under “natural” conditions at a parasite
population level inside the mosquito.

The apoptosis machinery began to be depicted with the
first description of P. folciporum metacaspase 1 (PMACAL)
[20]. The caspase-like cell death was specific to a CQ sensi-
tive clone. z-WAD-fmk can restore P. folciparum prolifera-
tion under CO pressure and reduce the OO0 sensitivity of
the parasite. Fascinatingly the CQ resistant clone was in-
sensitive to z-VAD-fmk indicating the €O resistance level
could be limited by other mechanisms. More recently, the
metacaspase 1 gene was characterized in P wivax isolates
[21].

The expression of PIMCAL Cl4 peptidase domain in
yool deficient Socchoromyces cerevisioe led to a growth
retardation and a drastic yeast cell death [22]. Of signifi-
cance, this phenotype could be blocked by the addition of
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the pan caspase inhibitor z-VAD-fmk while PFMCAL did not
exhibit a caspase-like but an arginine protease activity, as
reported for other protozoan MCAs [22]. FfMCAL could
play an initiator role leading to the activation of an aspar-
tate protease effector. This hypothesis is in agreement
with the description of FIMCAL auto-processing leading to
prodomain removal as it 5 typical of initiator caspases.
FfMCAL function seems to be finely regulated by two pu-
tative binding domains described: a €2 calcium-dependant
membrane targeting domain and a CARD domain [Caspase
Recruitment Domain) [20, 22, 23]. Authors suggested that
the clan CA mediators are likely to be the proteases ac-
counting for the cysteine protease activity [24].

Proteins with caspase-like activity were identified in
the cytoplasm of the ookinete, and more than 50% of the
mosquite midgut stages of the parasite die naturally by
apoptosis before gut invasion. This phenomenon was pre-
vented by a caspase inhibitor [17].

Following observations of pro- or contra- apophosis ev-
idences in Plosmodium parasites confirmed that the diver-
sity is a comerstone of cell death mechanism definition,
and that different factors should be taken into considera-
tion during the process of cell death characterization.

ALL BUT APOPTOSIS!

Using F32 P folciporum clone [CO sensitive], Myakeriga et
al. obtained a disparity of features associated with death
induced in witro by treatment with chloroguine, ato-
vaquone, etoposide and L-penicillamine, without a com-
plete panel of apoptosis markers for all drugs [25]. They
failed to detect DMA degradation and concluded that
Plosmodivm cell death "is not associated with typical fea-
ture of apoptosis after treatment, which are characteristic
of wertebrate cells™. Using CSC-A {Honduras) P. falciparum
clone, Porter et al. failed to detect typical physiclogical
hallmarks of what they called “classical” apoptosis [26].
They concluded that apoptosis could be eliminated as a
mechanism of Plasmodivm death, and they consider that
data presented in the first demonstration of P. folciporum
apoptosis [B] were due to white blood cell contamination
of the medium.

‘While nothing could be excluded definitively 15 years
after the experiments were conducted, fresh parasite cul-
tures were newly tested with blood controlled for the ab-
sence of leucocytes. Same blood was wsed to simultane-
ously cultivate two different clones, and apoptosis hall-
marks were only observed with the £ sensitive clone.
Examining blood smears twice a day fior weeks would have
revealed the suspected contamination by leucocytes. Re-
turning to the raw data, parasitemias obtained during this
period were as high as expected, leading to the hypothesis
of the absence of leucocytes. Porter and colleagues then
postulated that parasites were dying with signs of second-
ary necrosis, without a clear definition of these mechanism,
and also stated that some form of programmed cell death
could not be ruled out.

Using P551 [Brazill P. folcipgrum clone (CO resistant],
Toting et al. failed to observe apoptosis after treatment
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with chloroguine and staurcsporine, in agreement with
our demonstration that drug resistance to OO may be
linked to defect in apoptosis [27]. They observed a small
percentage of TUNEL-positive parasites that they attribut-
ed to @ small proportion of OO sensitive parasite in the
P551 resistance clone, but long-term cultivation could have
selected a monoclonal culture. Finally they concluded that
parasites were dying through an autophagic mechanism,
on the basis of ultrastructural analysis that they consid-
ered a gold standard for identification of cell death proce-
dure. Using P. berghei ANEA transgenic parasites (mCherry,
GFF), Eickel et ol. showed features of autophagy in liver-
stage parasites [28].

PRO-APOPTOSIS CORNER

Using 307 and 7G8 CQ sensitive and resistant P. falciparum
clones, Picot et ol highlighted the first evidence of DMNA
fragmentation (DMNA ladders and TUNEL], MOMP, FS expo-
sure in P. folciporum erythrocytic stages [8, 20]. The same
team also described the P. falciporem metacaspase and its
role in cell death [22]. Other studies using P. berghei ooki-
netes by Arambage et ol showed evidence of naturally
occurring apoptosis in the mid gut of mosquitoes [29].
Muregi et ol also showed evidence of apoptosis by elec-
trom transmission microscopy and internuclecsomal DNA
fragmentation in parasites resistant to a thymidylate syn-
thasze inhibitor [5-fluorcorotate) [30]. In addition to these,
using a 307 CO sensitive P. folciporum clone, Rathore et ol
elucidated features of apoptosis-like cell death (MOMP,
caspase-like activity, dose dependant DNA fragmentation)
by interfering with the ClpO¥ machinery [31). Another
study using Dd2 CO sensitive P. folciporem clone by Mutai
B Waitumbi showed evidence of DNA fragmentation,
MOMP, expression and translation of metacaspaze gene
under the effect of increasing parasiternia, suggesting ex-
istence of a quorum-sensing like mechanism [32]. Finally
Cheema et ol used NF54 OO sensitive P. falciparum clone
to show evidence of MOMP, caspase activation and DINA
fragmentation induced by Glaridin, 2 polyphenolic flave-
nioid [33].

PLASMODIUM DEATH MODE: A QUESTION OF TIME?

Recent work has demonstrated that among the enythrocyt-
ic stages of P. folciporum, response to heat will lead to
apoptosis-like phenotype in the ring-stages, and an au-
tophagy-like phenotype in late-stages of the parasite cycle.
Thiz provides more evidence that Plasmodivm cell death is
a fluctuant adaptation to stress, and that it will be difficult
to clearly meet the definition criteria of regulated or acci-
dental cell death [34]. The variability of the adaptive phe-
notypes of cell death in response to subtle changes of
within-host environment was pointed out a few years ago
[35]. In the absence of more detailed studies using a broad
range of Mlosmodivm clones of different origins and with-
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out the aim of demonstrating the relevance of one cell
death mechanism compared to others, there are few
chances to obtain a balanced evidence of regulated cell
death of Plasmodium parasite. One of the variables to be
tested is the kinetics of Plosmodium cell death. It has be-
come clear that the delay between the death message and
cell demise is crucial. The complexity of pathways poten-
tially inwvolved could lead to changes in the cellular and
bicchemical manifestations of parasite death. Depending
on the time plan of the tests performed to decipher para-
site death mechanizms, markers could be different.

William Shakespeare also wrote *._for there k& nothing
either good or bad, but thinking makes it s0..” and was
cited earlier by Lipton & Makanishi [36]. The fantastic de-
bates about mechanisms of Mosmodivm death is of utmost
importance for the development of future antimalarial
drugs. Since scientific terminology is evolving rapidly, it
could be counterproductive to reduce the mechanisms of
death in Plosmodium parasite to a strict definition that will
be outdated with increase in knowledge. The fight against
malaria dizsease and itz unacceptable toll of children and
adults deaths requires a rapid development of innovative
treatment to address the isswes of increasing drug re-
sistance. The Achilles” heel of the parasite could be its sen-
sitivity to regulated cell death, providing new drug targets
that we expected from the first observation of Plasmodium
DNA fragmentation. There is probably 2 gap to fulfil be-
tween academic research needed to decipher the mecha-
nisms of cell death in Plasmodium parasite, and clinical
research needed to improve the outcome of malaria pa-
tients. Decades ago, Chloroguine and Quinine have been
successfully used to treat patient without definitive
knowledge on their mechanisms of action. It is tempting to
speculate that there is enough evidence of regulated cell
death fior a translational research with the aim of designing
new drugs to specifically kill parasites using the apoptosis-
autophagy machinery.
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Partie 11

Le second objectif de cette thése est d’étudier si le géne de la métacaspase est conservé entre
différentes especes de Plasmodium

Pour réaliser cette étude, nous avons effectué une mission de recherche en Mauritanie durant
la période estivale pendant trois mois (juillet-septembre 2015) pour collecter des échantillons
chez des patients impaludés. Cette mission a été effectuée dans deux villes en Mauritanie, a
Nouakchott, la capitale du pays, et dans une ville située au sud de la Mauritanie (Rosso). A
Nouakchott, I’étude a été réalisée dans trois centres hospitaliers différents : Hopital Cheikh
Zayed situ¢ au nord-est de Nouakchott, au centre de sant¢ de Teyarett et a 1’hopital Mere-
Enfant localisé au nord de Nouakchott. Dans la ville de Rosso, la collecte d’échantillons a été
effectuée au Centre Hospitalier de Rosso et au centre de sant¢ de Rosso. Apres avoir obtenu le
consentement des patients et des tuteurs pour les enfants, un questionnaire de recueil
d’information a ¢été utilis€ pour recueillir certaines données relatives aux patients
(questionnaire en annexe). Les échantillons de sang étaient obtenus par piqire au bout des
doigts ou par du sang déja prélevé sur des tubes. Des frottis sanguins et des gouttes épaisses
ont été réalisés sur des lames, puis une a deux gouttes de sang ont été¢ conservés sur du papier

buvard. Le nombre total d’échantillon collectés durant cette étude est détaillé dans le Tableau 7.
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Tableau 7: Nombre d’échantillons de paludisme collectés dans les deux villes en Mauritanie

Villes Hopitaux Cas positifs P. falciparum P. vivax Infection mixte
Hopltal(iie‘:‘ﬂ%l Zayed 1 9 8 4
Centre de santé
NOF:‘:KICZI-II? T Teyarett 15 3 10 2
(n=37)
Hopital Mére-Enfant
(n=37) 4 2 2 0
Hopital Rosso
ROSSO (n=88) 2 2 0 0
MAURITANIE Centrede santé de
(n=130) Rosso 3 3 0 0
(n=42)
Total d’échantillons
collectés dans 251
les 2 villes
Total cas positifs/especes 45 19 20 6

Infection mixte = P. falciparum / P. vivax
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Background: Plasmodium vivay is the second most important human malaria parasite, widely spread across tha
wiorld. This parasite is associated with important isswes in the process toward mzlaria elimination, including potential
for relapse and increased resistance to chlorogquine. Pigsmodium vivax mulii-drug resistant (pemdr]) is suspected to be
a marker of resistance although dafinitive evidence is lacking. Progress has been made in knowledge of biological fac-
tors affecting parasite growth, including mechanisms of regulated cell death and the suspacted role of metacaspase.
Plasmodium wvax metacaspase] (PvMCAT-cd) has been described with a catalytic domain composed of histidine
{H272) and cysteine (C428) residues. The aim of this study was to test for a link between the conserved histidine and
cysteine residues in PvMCAT-cd, and the polymorphism of the P wivax multi-drug resistant gene (pemdr ).

Results: Thirty P vivax isolates were collected from Mauritania, Sudan, and Oman. Among the 28 P vivay isolates suc-
cessfully seguenced, only 4 samples showed the conserved His (372)-Cys (£28) residues in PyMCAT-cd. Single nucleo-
tide polymorphizms cbserved were H372T (46.4%), H37 2D (29.3%), and C428R (B5.7%). A new polymarphic catalytic
domain was observed at His (282)-Cys (205) residues. Sequances alignment analysis of pymdr] showed SNP in the
three codons 958, 976 and 1076, A single SMP was identified at the codon MOSEY (60%), 2 SMPs were found at the
position 976: YOTFEF (13%) and Y976V (57%), and 3 SNPs were identified at the position 1076: F1076L (40%), F1076T
(53%) and F1076l (3%). Cnly one isolate was wikdtype in all three codons (MYF), 27% were single MYL mutants, and
10%: were doubde MFL mutants. Three new haplotypes ware also identified: the triple mutant YVT was most preva-
lenit (53.3%) distributed in the three countries, while triple YFL and YW1 mutants (3%), were only found in samplas
from Sudan and Mauritania.

Condusions: Triple or guadruple mutants for metacaspase genes and double or triple mutants for Pemdr] were
obsarved in 2428 and 19428 samples. There was no difference in the frequency of mutations bebween PyMCA]L-

cd and Pvmdr] (P » 0.2). Histidine and cysteine residues in PvACAT-cd are highly polymorphic and linkage
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disequilibriurm with SMPs of Pumdr] gene may be expected from these three areas with different pattarns of P vivax

Lransmission.

Keywords: Flosmaodium vivax, Metacaspases, PMCA1-cd, pvmdr ] gene, SMP, Drug resistance, Apoptose, Oman,

Mauritania, Sudan

Background

Plasmodium vivax has the broadest geographic distribu-
tion worldwide, and is a rising issue outside sub-Saharan
Africa [1]. According to the World Health Organization
{(WHO}), more than a third of the worlds population,
mostly in Asia and Latin Amenica, is at nsk of P vivax
malaria infection. In 2013, this parasite was responsible
for more than one million cases in four countries (Ethio-
pia, India, Indonesia and Pakistan) [2, 3]. Several years
ago, P vivax was thought to be absent in sub-Saharan
Africa based on the fact that this parasite uses the human
Dufty antigen/chemokine receptor (DARC) to invade red
blood cells and most African people rarely express this
receptor. However in the Saharan area, Berber peoples
{Moors, Tuareg, mostly Duffy-positive blood groups)
were found infected by P vivax [4, 5]. The presence of P
vivax malaria in Mauritania was reported first in 1948
[6], and recent studies have shown the predominance of
P vivax malaria in Nowakchott, Mauritania [7-10].

In Eastern Africa, cases of P wivax malana are mostly
reported from Ethiopia and Eritrea, reports of P vivax
malaria in Sudan are few [11]. However, one of the char-
acteristics of P wivax infection is the low parasite densities,
leading researchers to underestimate the real prevalence
of P vivax infection in endemic areas. The Sultanate of
Oman has long been an area of vivax malaria transmis-
sion (33,000 cases in 19%90), but was declared free from
mialaria transmission in 2004, However, a focus of local
transmission was found in September 2007 and second-
ary cases ocourred in 2010, in 2011 and in 2012, The local
cases most probably reflect the high mumber of migrant
workers from the Indian subcontinent living and visiting
their home countries where malaria espeaally P vivax is
endemic. Recently, the Disease Surveillance and Control
service at the Ministry of Health at Muscat was informed
of vivax malaria cases in Maabaila in Seeb area, Muscat.

Chloroquine and primaquine have been used to treat 2
vivax malaria infection for both asexual and liver stages
[5, 12]. The first reports on chloroguine resistance in P2
vivax were from Papua New Guinea (PNG) and Indone-
sia in 1989 and 1991, respectively. Subsequently, cases
of chloroquine resistance have been reported in several
areas [13-15].

Mo report yet exists of 2 vivax chloroquine resistance
in 5udan and Mauritania [12, 16], but pymdr] muta-
tions are emerging according to observations of imported
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cases from these countries. Several studies have reported
the link between drug resistance and polymorphisms
in pymdr] pene at codons Y976F and F1076L. Pymdrl
mutated codon 976F was linked to treatment failure in
studies conducted in Southeast Asia and Ethiopia [17,
18]. However, still no consensus exists regarding the rela-
tionship between polymorphism at codons 976 and 1076
in the pvmdr! gene and drug resistance or clinical fail-
ures [19, 20].

Considering the emergence of drug resistance of P
vivax and the gaps of knowledge about its biology, stud-
ies of mechanisms of parasite death to seek new drug tar-
gets are much needed. About approximately two decades
ago, the first evidence of Plasmodium falciparim para-
site apoptosis by DNA fragmentation after drug pres-
sure was reported [21]. Only chlorogquine sensitive clones
were reported to undergo apoptosis, while chloroquine
resistant clones died by necrosis. These findings opened
the door to a potential relationship between Plasmio-
dizm resistance and apoptosis, suggesting that resistance
could be associated with default of apoptosis. Apoptosis
is a regulated cell death, that is central to the develop-
ment and homeostasis in metazoans [22]. Apoptosis was
thought to be limited to mukticellular organisms, but sev-
eral studies have now provided evidence that apoptosis
occurs in many unicellular organisms [21, 23-27].

Caspases are a family of proteases of cysteine that plays
a key role in the execution of apoptosis [28]. A caspase-
like family has been identified in plant, fungi and proto-
zoa, and has been named “metacaspases” [29]. In silico
studies have shown that metacaspases are structurally
close to caspases and classified in C14 family, clan CIL
The C14 family is characterized by histidine and cysteine
residues in the catalytic dyad [29-31].

In the genome of P falciparim, three metacaspases
{MCA) were identified (PIMCAL-3), but only PIMCAL
was shown to possess histidine and cysteine residues
required for the catalytic activity and to be involved in
apoptosis of P falciparwm [32]. Likewise, in the P vivax
genome, three metacaspases have also been described
and named PvMC1 (Pv114725), PvMC2 (Pv118575)
and PvMC3 (Pv0B8564), respectively. Multiple alignment
of the predicted caspase domains of the twoe human
malaria parasites, ! falciparom (PIMCAL-3) and P vivax
{PvMCA1-3) and the murine malaria parasite Masmo-
ditom berghel (PbMCA1-3) has shown that only PIMCAL,
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PvMCAl and PbMCAL possess the dyad histidine—
cysteine conserved in the catalytic domain [33]. The pro-
teolytic activity of the catalytic domain of PEMCAL was
studied in ycal deficient Saccharomyces cerevisiae, and
led to growth retardation and a drastic yeast cell death
[34]. However, little is known about the involvement of
PvMCA1 expression in the life and death of the P vivax
parasite.

Sequence alignment of PVX-114725 (Salvador 1 P
vivax metacaspase) with PF13-0289 (P falciparum met-
acaspase 1) and isolates of P vivax caspase-like from
Mauritania (PVMG-03834), Brazil (FVBG-034838), India
(PVIIG-01002) and North Korea (PVNG-00719) has
shown a high similarity in the catalytic domain and a con-
served histidine and cysteine residues. The catalytic histi-
dine/cysteine dyad of FMCAL is found at positions 404
and 460 in the coding sequence, while in the PvMCAL-cd
of P vivax Sal 1 and P vivax caspase like-isolates from the
four endemic countries, these residues are found at posi-
tions 372 and 428, Interestingly, a new putative histidine/
cysteine dyad was identified at positions 282 and 305, The
objective of the present study was to investigate the rela-
tionship between the polymorphism found in histidine
and cysteine residues of the catalvtic domain of P vivax
(PvMCA1-cd) with the putative marker of drug resistance
pemdr] gene in samples collected from three geographi-
cally distant countries {Mauritania, Sudan and Oman}.

Methods

Database accession of strains and isolates used in this
study

Metacaspase sequences typical of distinct endemic areas
were collected from Genbank: P vivax metacaspasel Sal-
vador 1 (5al-1, Central America, accession PlasmoDB:
PVX _114725); P wivax caspase-like Mauritania 1 {West
Africa, accession UniprotkB: PYMG-03834), P vivax
caspase-like Brazil 1 {South America, accession Uni-
protKB: PYBEG-03488) P wivax caspase-like India VII
(Asia, accession UniprotKB: PVIIG-01002) and P vivax
caspase-like North Korean {Asia, accession UniprotKB:
PYNG-00719), and used as references in alignment. P
vivax multidrug-resistant gene 1: pemdr] (accession:
GenBank: AY618622) was used for resistance marker
analysis. Masmodium falciparsm metacaspasel isolated
from 3D7 clone (accession: PlasmoDB: PF13-0289) was
used for comparison.

Blood sample collection

Samples were collected from three malaria endemic or
non-endemic countries: Mauritania, Sudan and Oman
{Fig. 1). In Mauritania, the study was conducted in the
summer period {July to September 2015) in three health
centers located in Nouakchott: Hopital Cheikh Zayed,
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Centre Santé de Teyarett and Hépital Mére-Enfant.
After informed consent was obtained from all patients
and/or guardians of children, questionnaires were used
to record patient information (age, sex, body tempera-
ture, fever, histories of the illness and medical examina-
tion). Blood samples were collected by finger prick and
were spotted on Whatman® filter papers, and dried and
stored until use. Thick and thin smears were prepared
and read by microscopy of Giemsa-stained blood flms
for malaria diagnostic and species of Plasmodinm were
recorded. Among the 20 P wvivax isolates collected dur-
ing this study, 10 were chosen according to their highest
parasite density. 5amples from Sudan were provided by
the Institute of Endemic Diseases, University of Khar-
toum, Khartoum, Sudan. These samples were collected
from malaria patients in Whatman filter papers during
2013-2014. Samples from Oman were obtained from
slides of Giemsa-stained thick blood film from patients
of the Indian-subcontinental origin {India, Pakistan and
Bangladesh) collected in Maabaila in the Seeb area, in
Muscat, during the same period.

DMA preparation from blood samples

DMA from Mauritania and Sudan samples was extracted
from blood-spot samples on filter paper with Instagene
Matrix Resin {Bio-Rad, France), according to the manu-
facturers mstructions. The identification of species
was confirmed by real-time PCR using species-specific
prmers [35]. DMNA from thick blood films (Oman) was
extracted as described previously in the literature [36].

PCR amplification of P¥vMCA1 gene and Pvimdr T gene
Real-time polymerase chain reaction (PCR) was per-
formed using SYBR Green | dve binding specifically to
double-stranded DNA. Two pairs primers were used to
amplify PvMCA1-cd and pvmdr? Primers were designed
and synthesized by TIB Molbiol (France). Primers
sequences and PCR program are presented in Table 1.

Real-time polymerase chain reactions were performed
in a total volume of 20 pl containing 1 pmol/l of each
primer, 3 mmol/l MgCl;, and 2 pl of Light Cycler Fast
Start DNA Master SYBR Green [ buffer (Roche Molec-
ular Biochemicals). Five microliters of genomic DNA
were added to the PCR mixtures. Before sequencing, all
PCR products were separated on agarose gel (1.5%), and
expected sizes of PvMCAl-od and pvmdr] genes were
purified using Extraction Kit ((tagen, France). Sequenc-
ing of PvMCA1-cd and Pymdr] genes was carried out by
the Biofidal Company (Biofidal, France).

Pvisp genotyping of P, vivax isolates
Extracted DMNA was first submitted to PCR for Plas-
moditen penus and Plasmodium species detection, as



Sow et al Malar J [2017) 16251

Page 4of 10

PF13-0289 SDOTLY FEPCHOEEALLIGINY YGTEYELNG BRTHDT LEMEDLIVTEYEEYDSSHNNIVELI 365
VX 114725 SORILHESEGHNEEKALLIGINYYGSREELSGETHDT LEMMNLLI SEYNFHDS PTSMVELI 401
EVMG-03834 SDRILHESEGHNEEEALLIGINY YGSEEELSGRTHNDT LEMMNLLT SEYNFHDS PTSMVELT 333
PVBEG-03488 SDRILHE HEEKALLIGINYYGSREELSGETNDT LEMMNLLI SKYNFHDS PTSMVELT 333
PVIIG-01002 SORILHESEGHNEEEALLIGINY YGSREELSGRTHNDT LEMMNLLI SEYNFHDS PTSMVELT 333
PVHNG-00719 SDRILHESEGHNEEKALLIGINY YGSREELSGRTNDT LEMMNLLI SEYNFHDS PTSMVELT 333
* *
PF13-0289 DHEANPNY RPTRENILSALMAL TRONEPGDI LEFLESGEGEOQEKDHNHIEKDGYNESILEF 425
PWN 114725 ODHESHEPNY RPTEENILSAT WL TEONOQPGONV FEFLYSGEGSOOKDY TYLEDDGYNETILE 46l
PVMG-03834 DHESHPNY RPTRENILSATNWL TEDNQPGOV FEFLYSCRGSOOKDY TYLEDDGYNETILE 393
PVEG-03488 ODHESHEPNY EPTEENILSALMMLTEDNQPGDV FFFLYSGEGSOOKDY TYLEDDGYNETILE 393
FVIIG-01002 ODHESHPNY EPTEENILSALMMLTE DN PGDV FEFLYSGRGSOOKDY TYLEDDGYNETILE 393
PVHNG-00719 DHESHEPNY RPTEENILSAT MWL TEONQPGOV FEFLYSGREGSOOKDY TYLEDDGYNET ILE 393
*
PF13-0289 SDFETEGVIIDDE LHEYLIQPLHNEGVELIAVVDSEM SGSSIDLAYEYKLESKEWEEDENE 485
PV 114725 CORETEGOI IDDE LHR FLAVQPLNDGVELT AVMDC B AGSCI DLAYE Y ELESKEWKEVENE 521
PVMG-03834 CORETEGOI IDDE LHRFIANQP LNDGVELT AVMDCEHAGS CI DLA YK Y KLESEFWEEVENE 453
FWEG-03488 CODHETEGQI IDDE LHRE FLVQP LNDGVE LI AVMDC @M AGSCI DLAYE Y KLESKEWEEVENE 453
PWIIG-01002 CORETEGOI IDDELHEFIAQE LNDGVE LT AVMDC@NAGSCI DLA YR Y KLESEEWEEVENE 453
PVHNG-00719 CORETEGOIIDDELHRFLNVQP LNDGVELI AVMDCEHNAGECI DLAYE Y KLESEEWEEVEND 453
*
PF13-0289 FHEVICONT QRS GCKDKEV SYEVNT GO I APGE S IV T AMV) T TR HNM - - == -~ ~ - HTPSI 535
PVE 114725 FHVVCOVESQFSGCEMMEF SRET DT GEHAPGGA LN TAMTHVILGASEAR QG LEFLGVPLNPHE 581
BVMG-038 34 FHVCDVSOFSGCEMEF SREI DTGRHAPGGALVTAMTI HVLGASERRDGLPLGVELNEFNAE 513
PWEG-03488 FHVVCDVSOFSGCEMEF SEET DT GRHAPGGATINV TAMTHVLGASERROGLPLGVPLNEFNA 513
PVIIG-01002 FHVVCDVEQFSGCKMEF SRE I DT GRHAPGGALVTAMIHVILGASEAROGLPLGVPLNPHA 513
PVHNG-00719 FHVWCDVESQFSGCEMEF SREI DT GRHAPGGALVTAMIHVLGASEAROGLELGVPLNPHE 513
PF13-0289 ITYEYLLHNIHARVEQHSNQTVIFMS SOEFHNMNRLEDFEHITENENNQLGOI INKYIEEN 595
FUX 114725 LTYDHLLONVS SY IKSYHDOEIVEFMR SOK FDLDEVFDFDHILENENGNLGONVHELVOEN 641
PVMG-03834 LTYDHLLONVS SYIES Y HDOE TVEMAS QR FOL DRV FDF DH ILENENGN LGONVHELVWIEN 573
IWEG-03488 LTYDHLLONVE SY IKSYHDOK IVEMASQEFDLORVEDFDH ILENENGNLGON VHELVQEN 573
PVIIG-01002 LTYDHLLONVS SY IKSYHDOEIVEMA SR FDLORVEFDFDHILEN ENGHNLGONVNELVQEN 573
PVHG-00719 LTY DHLLONVS 5Y TKSY HDOKI VEMAS QEF DL OBV FDFDH T LRNENGH LGONVHELVIEN 573
PF13-0289 ESKENENELEHE LKNLEFF -~ 613
VY 114725 EETEESKESEKNEHDFFSEF 661
EVMG-03834 EETEESKESEENEHDEESFF 593
WEG-03488 EETEESKEESEENEHDFEFSFF 583
PNIIG-01002 EETHEESKEESEENEHDFESFF 593
PVHNG-00719 EETEESEESEENEHDFESFE 593
Ag.1 Alignmeant histidine and cystaine rasiduss In the catalytic domain of metacaspases. The undversally conserved histidine (His) and cystaine
ICys) rasiduas are marked by 2 star In the catalytic sita. In the FIMCAT catalytic sita, His—Cys are found at position 404 and 460, in the PeMCAT-cd,
HE-Cys, weana idantfied at position 372 and 428, as well as In P vivax from Mauritan, Brazd, India and Moeth Korea, A second potential putative
catalytic site His—Cys was also identfied upstraam of the catalytic domain at postions 233-305 In the free B wisax sequences. Accessiors of refesence
strains ara PFI3-0789 (ABCBALES), PVE-114725 (EDLAGGDE), FYMG-D3834 (M4 TS), PVBG-034BE (KMIBSDFE), PVIIG-01002 (KMITST2E), PVNG-
DO [FMEIIES25]

described previously [35]. Oligonucleotide primers and
PCR conditions are described in Table 1.

All amplification reactions were carried out in a total
volome of 20 pl and the presence of 250 nM of each oli-
gonucleotide primers for Presp and 2.0 pl of Light Cycler

Fast Start DMA Master SYBR Green 1 reaction mix. Pri-
mary amplification reactions were initiated with 5.0 pl
of the template genomic DNA, and 1.0 pl of the prod-
uct of these reactions was used to initiate the secondary
amplification reactions. The cycling parameters for PCR
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Table 1 Primers used for the amplification of PeMCAT-cd, pemdr?, and Presp of P vivax isolates

Genes Primers SequUences PCR program

Pt -cd MCAT-F1 HLATGLAAACANARAAAAGE Y 95 "C 10, 35 Cycles 94 "C 30F SE IOV 2T
MCAT-RD B ORAAAMCTOCATATCTTTGE-3

] mdii-F1 B ATAGTCATGOOOCAGLAT T3 95 "C 10, 45 Cyrles 95 "C 107, 60 °C 107 and 72 °C 307
mdr1-A1 B-ACGTTTEGTC HEEACAAGTAT-F

Pvcsp WICEP-OF B ATGTAGRTC TETOCAAGGOCATAAA-T Frimary reaction
WEP-OR B TANTTGAATAN TR TG RAC A ANTAT -3 95 "0, 40 Cycles 35 O VLSBT X and 72 0 ¥
WIEP-NF B AEIAGAATT AAAAAATOCADGTGARARTANG 3 Mestad reaction
WIEP-ME B OCAACGGETAGC TCTAACTT TATC TAGGTAT-3 30 cydes 951, 62C 2 and T2 T

FuMCA |-o: catalytic domain of Metacaspase]'s B Wy
Pymdr): muitidrug-resistant of P vivax

Pyvr=p: droumsporazcite surface protsin gene of 2 viay
= mirute

" sepand

A degree Celsius

were as follows: an initial denaturation step at 95 "C for
10 min preceded the cycles of annealing at a temperature
defined for each primer pair (Table 1) for 2 min, exten-
sion step at 72 °C for 2 min, and a denaturation step at
95 "C for 1 min. After a inal annealing step followed by
5 min of extension, reaction mixtures from each capillary
were collected and stored at 4 °C until secondary PCR or
sequencing analysis.

The sequences were determined directly from the
PCR-purified templates using (Qiagen DNA purification
kit, according to the manufacturer’s instructions. Direct
sequencing of the full length of prcsp was performed in
both directions using a 3730 XL DNA analyzer (Applied
Biosystems). Sequences were confirmed by BLAST and
nucleotide sequences were translated into amino acid
sequences. BioEdit version 715 was used to analyze
and control the DNA sequences. MUSCLE (MUltiple
Sequence Comparison by Log-Expectation) was used
for sequence alignment. MEGA 7, version 7.0.14, was
used for phylogenetic analysis. Phylogenetic tree was
performed wsing Maximum Likelihood method imple-
mented in MEGA7.

Results

Analysis of jvmdr1 gene polymorphisms

The pyindri gene was successfully sequenced in e 30 P
vivax isolates. Sequence analysis of pemdr] showed SNPs
at codons 958, 976 and 1076 (Table 2). Haplotypes with
a single mutation were identified at the codon position
MesEY (60%), haplotypes with two mutations were found
at the position 976: Y976F (13%) and Y976 ¥ (57%) and
three SNPs were identified at the position 1076: F1076L
(409}, F1076T (53%) and F10761 (3%). YS76F and F10761
mutants were not identified in isolates from Oman. Only
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one isolate showing a wild-type at all three codons (MYF)
was from Mauntania.

The haplotypes YVT (triple mutant) was the most fre-
quent (16/30, 53.3%), followed by MYL (single mutant)
{8/30, 26.6%) and both were observed in the three
countries. The MFL haplotypes {double mutant) were
observed only in Sudan (3/30, 10%). YFL and YVI were

only found once in Sudan and in Mauritania, respectively.

Comparison of P vivax caspase-like sequences of reference
strains from different areas

Sequence alignment of P vivax 5al-1 metacaspase 1 with
caspase-like sequences of P vivax isolates from Mau-
ritania [ (PVMG-03834), Brazil | (PBG-03488), India
(PVIIG-01002), North Korea (PYNG-00719) and P fal-
ciparumt metacaspase 1 (PF13-0289) has shown the uni-
versally conserved histidine and cysteine residues in the
catalytic dyad at the position 372 and 428, Interestingly,
this analysis revealed a new second putative site of histi-
dine/cysteine catalytic dyad at the position 282 and 305

(Fig. 1).

Analysis of FyMCA1 catalytic domain

The catalytic domain of metacaspase 1 gene (PvMCAL-
cd) was successfully sequenced in 28 P wivax isolates.
Sequences analysis of PvMCAlL-cd showed SNPs in the
catalytic domain (Table 3). Among the 28 P vivax iso-
lates, only four (one isolate from Mauvritania and Oman
and two from Sudan) showed conserved His (372)-Cys
{428) residues in the catalytic domain and in the new
putative site His (282)—Cys (305) (4/28, 14%). The two
SNPs found in the H372 residue were H372T (13/28,
46.4%) and H372D (11/28, 39.3%). The only single SNP at
position C428 was C428R (24/28, B5.7%).
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Table 2 Single nucleotide polymorphisms identified in the
pvmdr] gene

LocationAD-1solate

MB58Y  Y9TEFNSTEV  F107eL/F1076l

F1076T

MCE-AYE1 862"
MALIRIT-61606
MALURIT-00721
SUIDAN-KH-179
SUIDAMN-FH-193
OMAN-B
OMAN-3D
OMAN-3
OMAN-51
OMANHE
SUIDAMN-FH-144
SUDAMN-FEH-142
SUDAN-FHDT
SUIDAMN-FEH-145
MALRIT-06727
MALURIT-Mou1s
MALRIT-D682G
MALURIT-Chid3
MALRIT-Weli30
MALIRIT-24241
MALRIT-Nd34
MALIRIT-63533
SLIDAMN-KH-130
SUDAN-FH-173
SUDAMN-FH-103
SUIDAN-FH-195
OMAN-52
OMAN-36
OMAN-13
OMAN-TT
OMAN-AT
Residues that differ from the wild-type B wivar 5aH strain are indicated in bold
type

Horeynonymous substitutions: ¥ [Tyrcsine], F (Phemdalanive), ¥ (Valine], L
[Lewcirel, | [solewdne), T {Threonine)

MALRT Mauritania, I identfication

* GenBank accession no. AF6 18622 (wild-type strain)

4 £ X 4 X X 4 XX X X4 XX %X 4 EEEEEZEEETETEETEZE
fEE 2t e fE E EE E 2SN MIAN L L L2
A4 A4 A4 444 A4 A4 AA=-"FFrFrFrFFFFFPFERFTPF

=
=

At the second putative catalytic dyad, the SNPs iden-
tifted at H282 and C305 residues were H232K (509,
H282M (8%) and C305R (50%), C305T (42%)

Therefore, the distribution of these mutations in the
three different countries can be shown as following: at
the 372—428 catalytic site, the TR double mutant was
predominant (13/28: 31% from Mauritania and Oman
and 38% from Sudan), followed by DR (11/28; 45% from
Mauritania, 36% from Oman, 18% from Sudan)} and wild
type HC {4/28; 3% from Mauritania and Oman, 6% from
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Sudan). Thus, wild type and double mutants of the His
{372)—Cys (428) catalytic dyad were equally distributed
in the three countries. Similar results were obtained for
the His {282)—Cys (305) putative catalytic dyad, with sin-
gle and double mutants H2E2K and C305R/T.

Flasmodium vivax C5F genotyping

Genotyping was successfully performed for Pvcsp. The
phenotype VK210 was present in all samples with either
VEZ10A (GDRADGOQPA) or VE210B (GDRAAGCOPA).

Discussion

This study is the first to look for a link between Plasmo-
dirgm apoptosis and drug resistance through comparison
of polymorphisms in metacaspase 1 gene of P vivax and
Pvmdrl as a marker of resistance. Masmodinm vivax iso-
lates were collected in three endemic and non-endemic
countries: Mauritamia (West Africa), Sudan (northeast-
ern Africa) and Oman (southwestern Asia).

The MNomenclature committee on cell death has
defined cell death as “accidental” or “regulated™ [37]
to avoid misuse of the terms apoptosis, necrosis or
autophagy. Accidental cell death i1s caused by severe
physical, chemical or mechanical insults. Regulated cell
death may present both apoptotic and necrotic traits
that and can be modulated by drugs or genetic interven-
tion [22]. Apoptosis is defined as a caspase dependant
variant of regulated cell death, triggered by intrinsic or
extrinsic events. Apoptosis is highly controlled, thus
reversible, and has been clearly associated with mecha-
nisms of drug resistance in cancer cells. Metacaspases
are orthologs of caspases recently identified in pro-
tozoan parasites, including the two human malaria
parasites, P falciparum and P vivax. The P falciparum
metacaspase 1 protein (PIMCAL) is the most studied
and its involvement in apoptosis has been demonstrated
previously [38]. It was demonstrated that cell death
induced by PIMCAL is aspartate-dependent protease
activity, Interestingly, in vitro chloroguino-resistant
clone of P falciparum was reported to lack the aspar-
tates dependent proteclytic activity [34].

Therefore, in this study, the polymorphisms found
within the PvMCAl-cd pene was compared to the poly-
morphisms of prmdrl gene associated with P vivax drug
resistance. Samples were collected from three differ-
ent countries with a low suspected rate of documented
treatment failures, to be able to detect mutations arising
before fixation.

Analysis of pymdr] sequences has shown 5MPs at
three codons 958, 976 and 1076 as previously described
[ 12, 15, 17, 19]. The substitution in the codon T958M
is known as an allelic variant, of which T958 wild-type
was identified in Ecuador and 958M is thought being
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Table 3 Single nucleotide polymorphisms found in PeMCA1-cd gene in comparison with pymdr] gene

Location/1D-Isolate H28IM/HZEZK

C305T/CI05R

H3ITZINH3TIT CAZBR pwmdr]

FlasmoDa-F_114725"
MALRIT-00721
SUDAN-KH-142
SUDAN-KH-193
OMAN-48
MALRIT-06727
MALEIT-Nd34
MALRIT-63533
SUDAN-FH-125
OMAN-36
OMAN-13
OMAN-17
OMAN-51
SUDAN-EH-103
MALRIT-243741
MALFIT-Weall3D
MALFIT-Mou1 S
MALFIT-06826
MALRIT-61606
MALRIT-Chid3
SUDAN-EH-17
SUDAN-EH-144
SUDAN-FEH-145
SUDAN-FEH-130
SUDAN-EH-173
OMAMN-52
OhAN-3
OMAN-35
OMAN-3

- e i et e o gl e £y e e el s o el e
o R
¥ R R R R ERERERDRDS =S === - === 00NN
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= =

T =
RRARARAS

158 PARAR AL iR

-

YF

R 3

MFL
L

]

= = = = e s e s eee- -0 000000 Q I IIII

|l R R ENE BN N NN NN N®EBNNEBNENEBENEN®B®E®B®®BE ®BMS MO AN

ZEZ3

Residues that differ from wild-type P viwax Sal-1 strain are indicated in bold type

Norsynorymous substitutions: K (Lysing), M (Methionire), B (Arginine), T (Threorine), D (Acde aspartique)

MAURT Mazuritania, 1D idsniification, ND'no-determined
* PVI_114725 PlasmoDE annotation (wild-type strain 5al-1)

characteristic of Asia and Africa [12], while it has also
been found in samiples from Brazil [19]., The allelic form
95806 was identified in samples from Africa and south
western Asia tested here. Few isolates showed the single
mutation Y976F (4/30), in agreement with the fact that
the single 576F mutant is not very common worldwide
[17, 19]. In contrast, many studies have reported a high
prevalence of the Y9761 and/or F1076L mutants associ-
ated with treatment failure [15, 18], In Mauritania, muta-
tions at codons Y976F and F1076L in the pyvmdrl pene
have been reported but no study has established a rela-
tionship between these mutations and clinical responses
of ! vivax to chloroquine [6].

A high prevalence of double and triple mutants was
observed in samples from Mauritania, Sudan, and Oman.

94

Combined analysis of the three codons showed only one
isolate from Mauritania with the wild-type MYE Sin-
gle MYL mutants (27%) were present in the 3 countries,
while double MFL mutants {10%) were only identified in
P vivax isolates from Sudan. These results are in agree-
ment with studies reporting the wildtype MYF in sam-
ples from MNepal, Ecuador, and Sri Lanka, the single MYL
mutants in samples from Sudan, Mepal, 5n Lanka, Paki-
stan, Amazonas and Brazil The double MFL mutants
were mainly reported in Sri Lanka. Furthermore, three
new nonsynonymous mutations were also  identi-
hed (Y976Y and F1076LF1076T), and the triple YVT
mutants were the most prevalent (53.3%) and distrib-
uted in the three countries while the triple YV1 mutants
{3%) were only found in Mauritania. These unexpected
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mutations were not described previously and their pos-
sible link with drug resistance 15 unknown.

The results obtained from PvMCAL-cd sequences were
surprising since only few P wivax isolates (14%) showed
the conserved histidine and cysteine residues at position

72 and 428, while sequence analysis of reference strain !
vivax 5al-1 and published strains from Mauritamia, Bra-
zil, India and North-Korea showed a conserved catalytic
dyad. Interestingly, a second potential putative site of
histidine and cysteine residues was found at position 282
and 305, in which histidine and cysteine residues were
also conserved in reference strains. The seven nonsyn-
onymous mutations identified in both sites, and found in
the three endemic countries, suggested that the catalytic
domain is variable, in agreement with a study reporting a
polymorphism in the full-length of P vivax metacaspasel
[29].

Phylogenetic tree rooted on P owivex Sal-1 was built
using PvMCAl-cd sequences, which showed clearly
three new taxa, suggesting a divergence occurred
between the five P vivax references strains (Sabvador,
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Mauritania, Brazil, India, North-Korea) and the isolates
from Mauntania, Sudan and Oman (Fig. 2). But, the his-
torical ocourrence of these polymorphisms in these areas
remains unknowr.

To identify the reviviscence phenotype of this P vivax
parasite population circulating in the three countries,
genotyping was done using the Presp (circumsporozoite
protein). The circumsporozotte protein gene of P vivax
comprises a central repetitive domain flanked by two
conserved domains [40]. The repetitive domain is com-
posed of a 27 bp element repeated a variable number
of times. The VK 210 type (type |: GDRADGQPA) and
the VK 247 type (tvpe 1: ANGAGNQPG) are the most
useful marker for presp genotyping. All our samples dis-
played the VK210 type with different allelic associated
with sequences repeated from 9 to 17 times. Surprisingly,
all the isolates showed the VK210 pure genotype, demon-
strating a temperate phenotype. Long latency P vivax are
known to be more widespread than generally thought,
incleding in Morth Africa, the Horn of Africa, the Mid-
dle East and central India [41]. Determination of this

e

-

1_Plarcsiurr_viva, Morth Ko an_tnp chaticsl pros

) IR, =TT =3 | =L IIT

1) E N N THTENG THTH 1_Floomodesr_vive, ndin_ W11 ypothedios pntsin

1 _Plarresiure_vivae Braod | _brypciedicsl proiwin

! i 1 Plurresturr vivae Mariania | rypededicsl protsin

V) PARACA, |-l | S-S0 IR

{2 1) PRACA |- | TRSII0W
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Fg. 2 Molecular phylogenetic analysis by masimam bkelhood method rooted on # viva 531 The evolutionary history was Infamed by using the
Maximum Likelihood meathod based on the Tamura-Med model The trea with thie highest log Medhood (—1783.1245) 15 shown. initlal tress) for the
hieuristic seanch were obtained automatically by applying Meighbor-Join and Bobl algorithms to a mabrix of palrwise distances estimated using
the Maximum Compasite Likelihood (301 approach, and then selecting the topology with superior kog likelihood value. The analysis imaobeed 33
nudaotide sequences. Codon positions Includaed wese 15t + 2nd + 3d 4 Nonooding. All positions containing gaps and missing data wese slimi-
niated Thens wese 3 total of 426 posticns in the final dataset. Bvolutionary anakyses were conducted In MEGAT
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periodicity is of utmost importance to adapt the duration
of the primaguine regimen for radical cure.

lsolates presenting both quadruple (PvMCAl-cd) and
triple (Pvwrdrl) mutations were observed in Mauritania
(5/9), in Sudan (3/9) and in Oman (1/9), leading to the
idea that there is no clear difference in the haplotypes
from the three areas with the present sample size. While
the number of samples is too low to draw conclusion,
there is a trend for more mutation in Mauritania.

Conclusion

The aim of this study was to look for a potential link
between single nucleotide polymorphisms in the
PvMCAl-cd and Pwmdrl penes, in order to test the
hypothesis of a role for apoptosis or regulated cell death
in P! vivax drug resistance. Triple or quadruple mutants
for metacaspase genes and double or triple mutants
for Pymdr] were observed in most samples. There was
no difference in the frequency of mutations between
PvMCAl-cd and Pvmmdrl (P = 0.2). Most of the tri-
ple and quadruple mutants for H/C catalytic dyad were
also double or triple mutants for Pemdrl (18/24, 75%).
Among the four isolates with the conserved histidine and
cysteine at both catalytic sites, three were single mutants
in the pymdrigene MYL, and one was double mutant
MFL. These results showed that mutations in metacas-
pase gene appeared to evolve with a similar frequency
than Pymdrl gene.

The study was based on retrospective analysis of blood
samples from patients and no information on treat-
ment and follow-up were available. Thus, the exact link
between apoptosis and drug resistance was not discerni-
ble. However, a trend for both mutants to be associated 1s
suspected, which supports the interest for further inves-
tigations to explore the effects of mutations in the histi-
dine and cysteine catabytic dyad of the PvMCAL protein
on P vivax drug resistance.
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DISCUSSION

1. Etude de ’activité antipaludique des molécules candidates

Sachant la longue durée que peuvent prendre les études d’expressions des génes de P.
falciparum dans un systéme hétérologue, une solution alternative était de tenter de déterminer
la structure de PEIMCA 1 par homologie de séquence a une structure d’'une métacaspase résolue
tridimensionnellement. C’est ainsi qu'un mod¢le de PfIMCAL1 a été construit par homologie a
partir de la métacaspase de 7. brucei résolue par cristallographie (McLuskey et al., 2012). La
métacaspase 2 de T. brucei (TbDMCA?2) est la seule dont la structure tridimensionnelle a été
déterminée et c’est un protozoaire, phylogéniquement plus proche de Plasmodium que les
eucaryotes supérieurs. Il a été rapporté que la structure de TOMCAZ2 est similaire a celle de la
caspase 7 avec 65% d’identité (McLuskey et al., 2012). Le modele de PIMCA1 construit ne
présente que la partie C-terminale de la protéine soit 45%, contenant le domaine catalytique,
sur une protéine longue de 613 acides aminés. L’alignement du modele de PfIMCA1 avec le
TbMCAZ2 présentait une identité de 35% sur une séquence de 45%. Ainsi les molécules
s¢lectionnées selon leurs énergies de liaison avec le modele ont été sélectionnées. Certaines

de ces molécules étaient retrouvées dans la base de données Zinc.docking.org. Parmi les dix

molécules sélectionnées, quatre seulement étaient disponibles chez la société Enamine
(Ukraine). Une cinquieme molécule nous a été fournie par le laboratoire de chimie (CPE). Les
résultats des tests in vitro de sensibilit¢ ont démontré que ces molécules présentaient des
activités antipaludiques ¢levées de I'ordre de 8 a 20 uM, comparées a la molécule de
référence. Selon les critéres de sélection de MMV pour les molécules candidates, qui
pourraient étre considérées comme les futurs traitements du paludisme, 1’activité

antipaludique doit étre de < 1 uM (http:/www.mmv.org/research-development). En

conséquence, ces molécules n’ont pas répondu au critére de sélection en tant que bonnes
candidates thérapeutiques, d’autant plus que leurs mécanismes d’action n’ont pas été étudiés.
Mais, pour nous, nous estimons qu’il serait intéressant d’étudier la structure de ces molécules

dans le but de voir si leur activité antipaludique pourrait étre améliorée.

2. Difficulté dans la détermination de la structure tridimensionnelle de PfIMCA1

L’un des objectifs de cette theése était de produire la protéine PIMCA1 chez les bactéries. En
effet, la production de cette protéine en grande quantité permettrait de déterminer sa structure
tridimensionnelle par la cristallographie, afin de confirmer les différentes structures prédites

in silico. Des études récentes ont mis en évidence le role potentiel de PfMCAI1 dans
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I’apoptose du parasite et une conservation des résidus histidine et cystéine dans la dyade
catalytique (Le Chat et al., 2007 ; Meslin et al., 2007, 2011a). Cependant, I’expression des
genes de P. falciparum dans un systéme hétérologue présente de nombreuses difficultés du
fait de la richesse de son génome en AT (80%) et de I’instabilité des grands fragments de
genes dans d’autres organismes (Dame et al., 1996 ; Hoffman et al., 2002 ; Zhang et al.,
2004). Par ailleurs, 1’é¢tude de la caractérisation de la protéine calpaine de P. falciparum a
révélé une difficulté de I’expression de la protéine entiere (Gomes et al., 2015). La stratégie
adoptée consistait d’abord a cloner le géne d’intérét PEIMCA1, qui fait environ 1842 pb et
code une protéine de 613 acides aminés, dans un vecteur d’expression pET-Duet-1. La
particularité de ce vecteur est qu’il posséde deux Tag a son extrémité, une Tag-His en 5’ et
une Tag en 3°, qui sont utiles pour I’étape de la purification de la protéine entiere. Ensuite,
nous avons réalis¢ I’expression de cette protéine chez les bactéries Rosetta2. La particularité
de ces bactéries est qu’elles possedent un plasmide réplicatif PRARE2, qui est porteur de
codons rarement exprimés chez la bactérie. Cependant, les premiers essais n’ont pas démontré
I’expression de la protéine PEIMCAL. Ainsi, dans le but d’améliorer cette surexpression de la
protéine, nous avons optimisé le géne PIMCA1 avec la sociét¢ GenScrip (Genscript.com-
Synthetic-GenScript). Mais, malgré 1’optimisation et de nombreuses tentatives pour obtenir la
protéine enticre exprimée chez les bactéries, nous n’avons pas réussi a la récupérer, sans
doute a cause de la dégradation de la protéine suite a son expression, résultant des processus
d’autoclivage de I’enzyme. Des résultats similaires ont été rapportés lors de I’expression de la
caspase 8, et de la métacaspase 2 (MCAZ2) de T. brucei (McLuskey et al., 2012 ; Stennicke
and Salvesen, 1999). Récemment, la MCA2 de T. brucei a été résolue par cristallographie,
mais a cause des processus d’autoclivage de la protéine sauvage, c’est la structure de la forme
mutée (inactive) de la protéine qui a pu étre déterminée. Une mutation du résidu cystéine en
glycine (MCA®*"%) a été réalisé dans la dyade catalytique (McLuskey et al., 2012). Ce
processus d’autoclivage des métacaspases a été largement rapporté étre dépendant de la
présence du calcium, qui en est I’¢lément déclencheur. En revanche, il n’est pas encore
clairement établi comment le calcium déclenche ce phénomene d’autoclivage (Meslin et al.,
2011a ; Moss et al., 2007 ; Wong et al., 2012). Dans nos travaux, nous avons utilis¢ un
chélateur de calcium, I’ethylenediamine acetic acid (EDTA), pour limiter le processus
d’autoclivage de PIMCA1, mais, sans succes. Nous avons également pensé muter les résidus
histidine et cystéine dans la dyade catalytique, responsables de 1’activité protéolytique. Mais il
a été rapporté chez la levure S. cerevisiae que la mutation des résidus histidine et cystéine de

sa métacaspase (Ycal) n’empéchait pas les processus d’autoclivage de la protéine (Wong et
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al.,, 2012), contrairement a ce qui a ¢été rapporté pour la métacaspase 2 de 7. brucei
(TbMCA2) (McLuskey et al., 2012). L’étude de la structure tridimensionnelle de PfIMCA1
fait I’objet de nombreux défis, dont une expression faible de la protéine, malgré 1I’optimisation
du gene. En outre, un phénoméne d’autoclivage de la protéine suite a son expression, rend
difficile I’obtention de la protéine pour déterminer sa structure. Des études plus approfondies
sont ainsi nécessaires pour comprendre le processus d’autoclivage des métacaspases, afin de

trouver des moyens pour la bloquer.

Il y a environ une décennie, les métacaspases ont été découvertes chez plusieurs organismes
unicellulaires. C’est suite a cela que d’intenses recherches ont ét¢é menées dans le but de
comprendre leurs implications dans la mort cellulaire régulée. C’est dans cette optique que la
métacaspase de P. falciparum (PIMCA1) a été identifiée et caractérisée et son role potentiel
dans I’apoptose a été mis en évidence. D’autre part, la détermination de sa structure est d’une
grande importance pour faciliter la compréhension de leur mécanisme d’action et de leur

régulation dans le processus de mort cellulaire régulée.

3. Mission de recherche en Mauritanie

La mission de recherche en Mauritanie s’est bien passée dans les différents hopitaux. Durant
cette étude, j’ai eu ’occasion de rencontrer des personnes qui travaillent dans différents
domaines de la santé et de la recherche sur le paludisme a Nouakchott, notamment le
représentant de I’OMS en Mauritanie, le directeur de recherche scientifique a Nouakchott et le
directeur adjoint de I’Institut National de Recherche en Santé Publique (INRSP). Les contacts
de ces personnes sont fournis dans le rapport de la mission (annexe). Durant ces rencontres
des souhaits de collaborations ont ét¢ discutés entre 1’unité de recherche sur le paludisme a
Nouakchott et Malaria Research Unit a Lyon, avec le directeur de recherche scientifique et

I’adjoint INRSP. Cependant, ce souhait de collaboration reste toujours un sujet de débat.

3.1. Etude de la conservation du géne de la métacaspase entre différentes isolats de P.
falciparum

L’un des objectifs de cette étude était de tester si les séquences du geéne qui code la
métacaspase sont bien conservées entre les différents isolats de P. falciparum. A notre grande
surprise, nous avons constaté que parmi les 19 échantillons de P. falciparum collectés,
seulement 3 (3/19 :15,78%) échantillons ont donné des résultats positifs sur I’amplification du

gene de la métacaspase. Et cela du fait de leurs fortes parasitémies comparés aux autres isolats

100



(Lim00053-01 : 2,40%, 02600050-01 : 3% et Eni00014-01 : 2,23%). Ainsi, nous avons
suppos¢ que la difficulté dans I’amplification du geéne de la métacaspase pourrait étre
expliquée par la faible parasitémie des autres isolats (> 1%). De plus, il y a une différence qui
réside entre 1’extraction de ’ADNg a partir d’une culture continue et ’ADNg de P.
falciparum mélangé avec I’ADN génomique humain dans un prélévement sanguin des
patients, dont certains facteurs (inhibiteurs de la PCR) peuvent influencer I’étape de
I’amplification. Ainsi, tous ces facteurs pourraient expliquer la difficulté rencontrée dans
I’¢tude de la conservation du géne de la métacaspase entre différentes isolats de P.

falciparum.

3.2. Etude du domaine catalytique du gene de la métacaspase entre différentes espéces de
Plasmodium

Parmi les analyses de séquence entre PIMCA1 (PF13-0289) de P. falciparum, la métacaspase
1 de P. vivax (PVX 114725) et la métacaspase 1 de P. berghei ont révélé une conservation
des résidus histidine et cystéine dans la dyade catalytique. De plus, une forte similarité¢ de
séquences dans le domaine catalytique entre ces trois Plasmodium a été observée. De ce fait,
nous avons voulu étudier si les résidus (histidine et cystéine) du domaine catalytique sont bien
conserveés entre les différentes especes de Plasmodium. Dans cette étude, quatre espéces de
Plasmodium (P. falciparum, P. vivax, P. ovale et P. malariae) ont été testées. A la suite de
cette étude, de maniére étonnante, I’amplification du géne du domaine catalytique (735 pb)

n’a fonctionné qu’avec les échantillons de P. vivax.

4. Etude du domaine catalytique de la métacaspase 1 de P. vivax

La PfIMCAL est la protéine la plus étudi¢e. C’est ainsi que son rdle dans la mort cellulaire a
été récemment mis en évidence (Meslin et al., 2007, 2011a). Cependant I’implication de la
métacaspase 1 de P. vivax dans la survie ou la mort cellulaire du parasite n’a pas encore fait
I’objet d’une étude approfondie. Dans cette étude, la métacaspase 1 de P. vivax (PvMCAL) a
¢té décrite par comparaison de séquence avec la PEIMCAL. Les résidus histidine et cystéine
ont ¢t¢ identifiés et ils sont conservés dans la dyade catalytique de ces métacaspases. Nous
avons voulu étudier si ces résidus (histidine et cystéine) du domaine catalytique de la
métacaspase 1 de P. vivax (PvMCA1-cd) sont bien conservés. Des échantillons de P. vivax
ont été collectés en Mauritanie, au Soudan et a Oman. PvMCAL a été étudiée en comparaison
avec un marqueur moléculaire de la résistance a la chloroquine, le géne P. vivax multidrug-

resistant 1 (pvmdrl). Les résultats ont montré que les résidus histidine et cystéine sont
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hautement polymorphes dans les trois différents pays étudiés. De manicre intéressante,
PvMCA1-cd posseéde un deuxiéme site putatif histidine and cystéine (H272 —C305) en amont
des résidus conservés (H372 —C428). Les résidus (H372 —C428) sont supposés Etre impliqués
dans I’activité protéolytique a I’instar de PfIMCA1, mais doivent faire 1’objet d’étude sur la
fonction de PvMCAI1 et leur potentiel role dans 1’apoptose du parasite. De plus, les
nombreuses mutations identifiées dans les deux sites putatifs nécessitent des études plus
approfondies, afin d’étudier leurs effets sur la fonction de PvMCAL. Par ailleurs, il a été
rapporté que la métacaspase 9 d’A. thaliana posséde deux cystéines (Cys '*'and Cys *°) dans
sa dyade catalytique. Des analyses de mutations ont démontré que la substitution de la Cys *’
par une alanine (Ala) conduit a une perte de 1’activité protéolytique estimée a 99%. De plus,
ces deux cystéines ont ét¢ démontrées nécessaires dans ’activité protéolytique de I’enzyme
(Vercammen et al., 2007). A ’avenir, la métacaspase 1 de P. vivax a I'instar de PIMCAL
pourrait étre une cible thérapeutique prometteuse dans la recherche de nouvelles drogues dans
le traitement du paludisme a P. vivax, qui constitue la deuxiéme espéce la plus répandue dans

le monde.
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ANNEXE

Stage de recherche en Mauritanie
o Questionnaire de recueil d’informations des patients impaludés

o Rapport de mission de recherche

Présentation d’un poster lors de la 21°™ Journée Scientifique de L’EDISS

Etude d’un cas clinique de Mycétome chez une patiente Mauritanienne
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Questionnaire de recueil d’informations des patients impaludés en Mauritanie

Numéro patient

Fiche de renseignement

Identification du patient

Patient : Nom & ... i, Prénom: ............

Sexe:MOouF O Date de naissance (JJ/mois/année) :....... [ieein.. T

Ethnie : Maure O Peulh O Soninké 0 Wolof O Autres O

Lieu d’habitat :

Code sang

Centre-ville O Prés du fleuve O champs O cours d’eau stagnante [ Campagne O ou autres OJ

Histoire de 1a maladie :

Duréedelamaladie : ......oooemrnnieeee e

Automédication O3 sioui, quel médicament : .........................
Consultation [ si oui, médecin généraliste O3 infirmier OJ

Prise de sang pour diagnostic du paludisme : oui (J non (J
Antécédents du Patient : ......ccccueeeeiiieeeiie e
Motif de consultation @ ..........cccooiiiiiiiiiiiieiceeeeee e

Sommeil sous moustiquaire imprégnée d’insecticides oui O

Traitement

Traitement antipaludique utilis€ : ..o

Durée de suivi du tralte€ment : .......oovemiiiiiieeee e eeeees

Moyens de procuration du médicament : Pharmacie O Marché OJ

Maladie

Critére d’inclusion

Accord de participation a 1’étude oui 3 Non O
Agedupatient: ...l
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Signes de suspicion du paludisme

Fiévre O Vomissement (J Diarrhée 0 Maux de téte O Autres signe OJ
Hospitalisé : Oui O ounon OJ

Poids : /........... / Taille: /............. /

Examen biologique du patient

NFES.....oo Glycémie..........oooviiiiiiiiiiinin,
Hémoculture......... U, oo
ECBU.................. Méningite.........oovvviiiinieinniann...

Résultats du diagnostic du paludisme

Nbre de prise de sang du patient 01 02 03 04 05

FS

GE

TDR

Parasitémie

Espece Plasmodiale responsable

FS : Frottis sanguin ; GE : Goutte épaisse ; TRD : Test de diagnostic rapide ; Négatif: (-),
Positif : (+)
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1. Introduction i

1.1. Contexte et objectif de la mission

La Mauritanie est un pays du nord-ouest de I’ Afrique, situé¢ entre 15 et 27 degrés de latitude
nord et 5 et 17 de longitude ouest. Elle est limitrophe de 1’ Algérie, du Sahara occidental, du
Mali a I’est et du Sénégal au sud et la capitale du pays est Nouakchott. La superficie du pays
est estimée a 1 030 700 km?® et la population est environ 3 378 250 habitants et les deux tiers
de la surface du pays sont occupés par le désert du Sahara. La Mauritanie est composée de
plusieurs ethnies : les arabo-berbéres (maures blancs, dits bidhans, les maures noirs, dits

haratins) et de négro-Africains (Peuls, soninkés et wolofs).

Le paludisme est 1I’'un des principaux problémes de santé publique en Mauritanie. En effet des
¢tudes réalisées dans différentes régions ont rapporté la présence de quatre espeéces en
Mauritanie : Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale et Plasmodium
malariae. Par ailleurs, La transmission est plus marquée durant la saison hivernale (juillet a
septembre) dans certaines régions. Dans la capitale (Nouakchott), il a été rapporté que
I’espece dominante est Plasmodium vivax, suivi de Plasmodium ovale et Plasmodium
falciparum. D’autre part, une ville situé¢ au sud du pays « Rosso Mauritanie » est connue par
son transit commercial quotidien entre la population Mauritanienne et Sénégalaise. Et de son
potentiel agricole, ou Plasmodium falciparum est I’espéce la plus dominante avec quelques
cas de Plasmodium vivax en saison séche, dont la majorit¢ des patients déclarent avoir
effectué¢ un séjour a Nouakchott avec une transmission pérenne. En 2006, le ministre de la
sant¢ recommande [’utilisation des ACT (Artemisinine combination therapy) pour le
traitement du paludisme. Dont le traitement en premicre intention est Artesunate-
Amodiaquine et Artemether-Lumefantrine ainsi que le traitement du paludisme non
compliqué.

Actuellement, la résistance des parasites aux antipaludiques nouvellement découverte est
devenue un sujet trés préoccupant. De ce fait, des études sur la compréhension des acteurs
impliqués dans ce mécanisme de résistance sont une grande nécessité.

L’objectif de cette mission consiste d’une part a collecter des échantillons de sang chez des
patients impaludés, dans le but d’étudier les marqueurs moléculaires de la résistance du

paludisme en Mauritanie. Et d’autre part de nouer des contacts avec les acteurs travaillant sur
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cette thématique de recherche en Mauritanie, dans le but de réaliser des collaborations dans le

futur.

2. Constat de I’état du paludisme a Nouakchott et 2 Rosso Mauritanie
2.1. Nouakchott (la capitale du pays)

Le stage de recherche a débuté au mois de juillet ; a cette période, les cas de paludisme étaient
rares au sein de 1I’hdpital Cheikh Zayed. La saison hivernale n’avait pas encore débuté. Dans
les laboratoires, les méthodes standard recommandées par OMS pour le diagnostic du
paludisme, le « frottis sanguin » (FS) et la « goutte épaisse » (GE) ne sont plus effectuées. Ces
derniers ont été remplacés par les TDR (Test diagnostic rapide). Et cela malgré la disponibité
des microscopes fonctionnels dans leurs locaux. Ainsi chez certains patients suspects de
paludisme, dont les médecins demandent dans le dossier médical, le diagnostic de ce dernier,
par la GE, uniquement les résultats de TDR sont rendus. Sachant qu’ils n’utilisent que des
TDR qui sont spécifiques de 1’espéce Plasmodium falciparum, les autres especes ne sont pas
identifiées. Si le résultat du diagnostic est positif pour une autre espéce que Plasmodium

falciparum, le patient est soigné, sans connaissance de I’espéce en cause.

2.2. Rosso Mauritanie (au sud de la Mauritanie)

Le laboratoire de 1’hopital de Rosso et celui du centre de santé, sont également équipés des
microscopes fonctionnels. Malgré cela, le diagnostic du paludisme se fait uniquement par des
TDR spécifiques de I’espece de Plasmodium falciparum. Nous avons re¢u beaucoup de
patients qui viennent avec des signes suspects de paludisme (maux de téte, ficvre,
vomissement et souvent des diarrhées, mais le diagnostic ne révele que des résultats négatifs.
J’ai été vraiment surprise, par la présence de beaucoup de moustiques : « Je me suis dit peut-
étre, la proportion des anophéles est trés faible ». Malgré I’afflux des patients qui demandent
le diagnostic du paludisme, durant une période de trois semaines, les cas positifs étaient tres

rarcs.

2.3. Automédication aux antipaludiques

Certaines personnes déclarent que lorsqu’elles tombent malades elles pensent avoir les signes
du paludisme (Maux de téte, fievre et vomissement) : elles prennent la nivaquine ou
le fansidar sans consultation médicale. Ainsi, elles disaient qu’elles guérissaient de leurs

fievres sans confirmation du paludisme. Cette déclaration a été entendue dans les deux villes.
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3. Résultats

Tableau 1 : Nombre d’échantillons de paludisme collectés dans les deux villes

Nouakchott Rosso Mauritanie
Hépitaux Hopital Cheikh  Centre de santé ~ Hopital-Mere- Hopital de Centre de santé
P Zayed de Teyarett Enfant Rosso de Rosso

Nombre de cas 30 23 11 2 3
positifs

Nombre de cas 45 14 26 86 39
négatifs

Total 75 37 37 88 42

Total des cas collectés dans les deux villes 279
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4. Recommandations

Pour la période de la mission, nous nous sommes projetée pour la saison hivernale (de juillet
jusqu'a septembre). Mais, 1’été dernier la saison a pratiquement débuté en mois d’aotlt, donc,

la période d’aolt jusqu'a octobre serait mieux.

Pour le diagnostic du paludisme, il serait bien que les laboratoires pratiquent les méthodes
standard, surtout le frottis sanguin pour I’identification de I’espéce en cause, afin de bien
traiter les patients, et de cette manieére, on dimunirait les problémes de résistance

médicamenteuse.

L’urgence vitale des patients suspects du paludisme n’est pas bien prise au sérieux, comparée
aux pays industrialisés. Des bonnes pratiques et des bons diagnostics doivent étre faits pour

limiter la mortalité due au paludisme dans ce pays.

La sensibilisation sur 1’automédication est également nécessaire. Pour limiter les échecs

thérapeutiques dus a la résistance.

5. Conclusion

Cette mission est soutenue par le financement européen Eurostars. L’objectif principal était de
collecter des échantillons de sang chez des patients impaludés dans différents hopitaux a
Nouakchott (capitale du pays) et a Rosso (une ville au sud du pays), afin d’étudier les
marqueurs moléculaires de la résistance du paludisme en Mauritanie. D’autre part, rencontrer
les acteurs qui travaillent sur ces thématiques de recherches, dans le but de réaliser des projets

collaboratifs entre deux pays sur la thématique de la « chimiorésistance du paludisme ».

Durant cette période de stage, la mission a eu 1’occasion de rencontrer et d’échanger avec des
personnes travaillant sur cette thématique, ainsi que des responsables de différents hopitaux.
En effet, des discussions constructives dans le but de collaborer ont été abordées, et nous

espérons que cela puisse aboutir dans les meilleurs délais.

Cette mission s’est déroulée en période d’hivernage (juillet-aout-septembre 2015). Au cours

de ce stage, nous avons recueilli au total 279 échantillons, et 64 cas positifs au paludisme ont
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¢été obtenus a Nouakchott (la capitale) et seulement 5 cas de paludisme positifs ont été obtenus

a Rosso.

Malgré la présence massive de moustiques a Rosso, le nombre de cas de paludisme positif
reste trés faible, contrairement a ce qu’on croyait. Cependant la capitale du pays,
(Nouakchott) est devenue une zone endémique, et les recherches sur cette thématique
deviennent de plus en plus intéressantes du fait de la coexistence de différentes espéces de
parasites. De plus, les acteurs de la recherche définissent également la Mauritanie comme

étant un terrain vierge sur la recherche du paludisme.

Enfin, la mission de recherche s’est bien passée. Les objectifs de la mission ont été atteints,
malgré le peu d’échantillons positifs obtenus par rapport a ce qui était prévu.
Nous espérons que cette mission réalisée en Mauritanie, et les différents acteurs rencontrés,

meneront a des collaborations fructueuses.
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Annexes

Agenda de la mission

Samedi 27 juin 2015

Départ de Lyon Saint Exupery Arrivée a I’aéroport Casablanca MOHAMMED V.
Départ de I’aéroport Casablanca MOHAMMED V _ Arrivée a Nouakchott.

Dimanche 28 juin 2015

Prise de contact avec le docteur Hachim Kebe, pour rencontrer le directeur de 1’hopital

Cheikh Zayed.

Lundi 29 juin 2015

Accompagné du docteur Hachim Kebé, nous sommes allés voir le directeur de I’hopital
Cheikh Zayed pour lui présenter le protocole de recherche, et lui demander 1’accés aux

patients impaludés. Le directeur a répondu favorablement a cette demande.

Mardi 30 juin 2015

Voyage a Rosso Mauritanie, a une distance de 204 km de la capitale (Nouakchott), pour voir

ma famille, en attente de recevoir les matériels de mission pour commencer le stage.

Jeudi 02 juillet 2015

Prise de contact avec le docteur Moussa Camara, qui travaille a 1’hopital de Rosso, pour voir

le directeur.

Lundi 06 juillet 2015

Je suis allée a I’hopital de Rosso Mauritanie, avec le docteur Moussa Camara, pour présenter
au directeur le protocole de recherche, et demander I’acces aux patients impaludés.

Le directeur a répondu favorablement a la demande. Apres cette rencontre, le docteur Moussa
Camara m’a conseillé d’aller voir le centre de santé de Rosso, pres du centre-ville. Il m’a
donné le contact du chef du laboratoire Mamadou Digye, et le chef du service de ce centre a

donné ’autorisation a la mission d’accéder a leurs locaux.

Mercredi 08 juillet 2015

Réception du colis du matériel de la mission.
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Jeudi 09 juillet 2015
Retour a Nouakchott.

Vendredi 10 juillet 2015

D’abord, je suis allée a I’Institut de Santé Publique voir Mr Mohamedou Koita ; j’étais déja en
contact avec lui avant que je vienne en mission. Je lui avais demandé un produit chimique
pour le stage, le « méthanol » ; il m’a remis le produit. Et j’ai commencé le stage a 1’hopital

Cheikh Zayed.

Jeudi 16 juillet 2015

Retour a Rosso Mauritanie pour féter la fin du mois de Ramadan en famille, qui a eu lieu le

Vendredi 17 juillet.

Lundi 20 juillet 2015

Commencement du stage a I’hopital de Rosso et au centre de santé¢ de Rosso. Et j’y suis restée

pendant une période de 3 semaines.

Dimanche 09 Aoiit 2015

Retour a Nouakchott pour poursuivre le stage a I’hopital Cheikh Zayed.
Jeudi 14 Aoiit 2015

Je suis allée a I’hopital Mere-Enfant, pour voir le directeur : ce dernier était en voyage.
L’adjoint du directeur m’a regu et je lui ai présenté le protocole de recherche et j’ai demandé
I’acces aux patients impaludés. L’adjoint du directeur a répondu favorable a la demande et j’ai
inclus I’hopital dans 1’étude. Un personnel de cet hopital m’a conseillé d’aller au centre de

santé du Teyarett, situé au nord du pays.

Lundi 24 Aoiit 2015

Je suis allée au Centre de Santé de Teyarett, je n’ai pas pu voir le directeur mais la chef du
service m’a regue et je lui ai parlé de la mission de recherche en lui présentant le protocole, et
en lui demandant ’accés aux patients impaludés. Elle a répondu favorablement a la demande.

Et j’ai également inclus ce centre dans 1’étude.
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Mardi 25 Aoiit 2015

Je suis allée au siege de I’OMS, voir le représentant, Dr Baptiste Jean Pierre

(baptistej@mr.afro.who.int). Il m’a regu et je lui ai parlé de la mission. Il m’a orientée vers

Mr Niang Saidou Doro (niangs@who.it). J’ai pris contact avec ce dernier et je suis allée le

voir, en lui parlant de ma mission et je lui ai demandé des pistes sur les organismes qui
travaillent sur ces thématiques en Mauritanie. Il m’a orienté vers 1’adjoint de I’Institut de

National de Santé Publique a Nouakchott, Mr Hampaté Ba (hampateba2001@yahoo.fr).

Jeudi 27 Aoiit 2015

J’ai  rencontré le directeur de la recherche scientifique Mr Ali  Boukari

(alimedsalem@gmail.com). Il possede une équipe de recherche qui travaille sur le paludisme
a Nouakchott. Je lui ai parlé de la mission et de la possibilité d’une éventuelle collaboration

de son unité avec celle de ’UMR 5246.

Jeudi 3 septembre 2015

Je suis allée a I’Institut National de Santé Publique voir le directeur ; ce dernier était en

déplacement. J’ai vu I’adjoint du directeur Hampaté Ba (hampateba2001@yahoo.fr), je lui ai

parlé de la mission et il m’a informée qu’ils ont collecté des échantillons de sang impaludé
dans différentes régions du pays. Ils souhaitent collaborer pour 1’étude de certains marqueurs
moléculaires de résistance. Mais comme le directeur était absent, il faut son accord. Donc, je

suis en attente de la réponse au retour de leur directeur.

Vendredi 18 septembre 2015

Fin du stage de la mission dans les 3 centres hospitaliers a Nouakchott.

Lundi 21 septembre 2015

Je suis retournée a Rosso, pour dire au revoir aux personnels de 1’hdpital de Rosso et ceux du

centre de santé et ainsi qu’a ma famille.

Samedi 26 septembre 2015

Je suis revenue a Nouakchott pour retourner a Lyon le lendemain.
Dimanche 27 septembre

Aéroport de Nouakchott Aéroport Casablanca de MOHAMMED V
Aéroport Casablanca de MOHAMMED V_Lyon Saint Exupery
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Abstract

Plasmodium vivax (P. vivax) is the second most important human malaria parasite, widely spread across the world. The
emergence of P. vivax strains resistant to drug treatment (chloroquine) is a threat to public health. The discovery of metacaspases
in protozoans parasites. including Plasmodium, involved in cell death is a new promising therapeutic target against malaria.

Introduction

Metacaspases are cysteine proteases, which belong to C14 B family and clan CD, structurally diverse from caspases and involved
in programmed cell death. In the catalytic domain of metacaspasel's Plasmodium vivax (PvMCA1-cd) is found the conserved
histidine (H372) and cysteine (C428) residues, required for the proteolytic activity. Plasmodium vivax multi-drug resistant (pvmdr?)
is suspected to be a marker of resistance while definitive evidence is lacking. The main of this study was to explore whether there is
a link between the conserved histidine and cysteine in PvMCA1-cd in comparison with the polymorphic gene pvmdr? and drug
resistance.

Materials & Methods

Thirty P. vivax isolates were collected from three geographically distant countries, Mauritania (West
Africa), Sudan (Northeastern Africa ) and Oman (Southwest Asia). PYMCA1-cd and Pvmdrf were
amplified by PCR (Polymerase Chain Reaction). After sequencing, analysis were done by DNASTAR-
Lasergene software. Genetic diversity of P. vivax population was determined by using the genetic
markers CSP (circumsporozoite protein), Analysis sequences were done by the software Molecular
Evolutionary Genetic analysis, version 7 (MEGAT7).
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Conclusion

Hictidi
L

and Cystei id in PvMCAt-cd are highly polymorphics and that a
inkage disequiibnum with polymorphisms of Pvmdr! gene can be suspected from these
three countnes with dfferent pattern of vivax malaria transmession, A second potential
putative His (282)-Cys(305) has been identified in PYMCA1-cd. Further investigations are
obviously nesded to explors the resl effect of mutations n the histidine and cysteine
catalytic dyad of the PYMCAT protein on P. vivax drug resistance. All the isolates showed
the VK210 purs genotype, demonstrating 3 temperate phenotype.
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Le mycetome

ne femme mauritanienna, 8gée de 40 ans, se pré-

sante en consultation car, depuis 5 ans, elle ades
douleurs du pied dro, parfois associées & des écoule-
ments liquidiens au niveau de volumineux bourgaonnes-
ments cutanés. A lexamen cinique du pied, de mutiples
nodules sous-cutanés inflammatoires bourgeonnants
produisant des grains de couleur brunitre sont obsanvée
(figure 1). Al'interogatoire, la patiente se rappalle avor
recu un trazement antibiotiqua en 201 1 pendant 1 mois

qui n'avait eu aucune efficacitd.
Flgure | Mycétome. Ly 1. Towco
bSardico do
hbpital Cheikh Zayod,
Nouskchett, Mavrtanic
Questions S
1. Quebs malade davez-vousévoquerdevantcette 6 Quels sont les prncipaux agents fongigues res- ot mycologia médicalc,
atteinte 2 ponsables de catte pathologie ? fnstitun do parastologio &t
2. Existet-il des diagnostics différentials 2 7. Existe-t-il des médicaments efficaces pour traiter mm,‘:‘"
3. Quel &lément Spidémioiogigue doit obligatoire- unmycétome ? e gt
ment &tre racherché & 'interrogatoire 2 8 Quelleast Mévolution défavorabledacettepatho- | de ks Croac-Roussa,

4. Quelestle mode de contamination ?
5. Comment fare le diagnostic de certitude ?

fogie ?

Réponses

1. Unmycétome doit &tre évogqué devant une infec-
tion granulomateuse polyfistuisée du tissusous-
cutané du pied, associde A la production de
grains et faisant suite 3 un séjour en pays tropical.
Le mycétome est défini comme «tout processus
pathologique au cours duquel des agents fon-
giques ou d"origine exogine produisent des
grans » [1]. Les mycétomes sont le plus souvent
dus & des bactéries actinomycétes (actino-
mycétome). Moins souvent, is peuvent &tre dus
& des champignons (eumycétome ou mycétome
fongique).

2. llexiste peude diagnostics diffiérentials du mycé-
tome, notamment lorsque sa présentation cli-
nique est typique. Cepandant, méme dans ce
cas, un prékévement doit &re réalisé pour différan-
cier 'actinomycétome et le mycétome fongique.
Les traitemeants et les pronostics sont différents
pour cas deux types de mycétome. Le principal
diagnostic diférentiel st le sarcome da Kaposi
Les autres diagnostics différentials sont d"autres
mycoses sous-cutandes (chromoblastormycose

ou phaschy phommycose), une ostéite chronique
fistulisée ou das pathologies tumorales (sarcome
des parties molles ou mélanome).

3. Lanotion de séjour en pays d'endémie doit &tre
retrouvée. Les actinomycétomes sont plutdt
retrouvés suite 3 des voyages au Mexique ouen
Inde, et les eumnycétomes surte 3 des séjours en
Afrique (Mauritanie, Soudan, S&négal, Niger,
Somalie, Tchad, Camercun).

4. lacontamination se fait par inoculation d'une
bacténe ou d'un champignon au niveau du pied
suite & un traumatisme par un végétal dans un
pays chaud et sec. Le principal facteur de risque
du mycétoms est ia marche pieds nus oule port
de chaussures ouvertes. Enzone d'endémie, ce
sont donc les hommes cultivateurs ou Sleveurs
qui sont les plus touchés par le mycétome du
pied. Sowent. la notion da traumatisme n'est pas
retrouvée car i existe une longue pénode d'incuba-
tion entre la coreamination et 'spparition de signes
clmgues (plusisurs mos & plusieurs anndes).

5. Le mycétome est affirmé par la présance de
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grains visibles & Fosil . Le préfévement de grains
eat facile lorsque leur Emission est spontanda.
Dans le cas contrare, il faut utiliser une sonde
canneléa ou une aiguille fine pour les prélever.
L'examen direct des grains & 'état frais estindis-
pensable pour ke diagnostic cer la culture est lon-
gue o souvent sténle. Cals permet de distinguer
le= grains actinomycosiques das grains fon-
giques. L"examen anatomopathologigue des
grains doit Sgalemeant &tre réalisé car il parmet,
dans certains cas, de faire le disgnostic de
I"esphea. En fonction du résultat de I'examen
drect (actinomyc&tome ou eurmycétome], la
culture ast réalisde. Sur les cultures positives,
I'dentification des bactéries est réalisée par des
tests biochimiques et celle des champignons par
un examen microscopique. Enfin, I'&chographie
eat trés contributive pour ke disgnostic de mycs-
tome. Elle est caractérisde par des cavités
unigues ou multiples 4 parois Spaissas et las
grains produisent des &chos hyper-réflectifs.

Madurefa mycetomatis, Madurella grisea,
Leptosphaena senegalensis, Scedosporium

surles eumycétomes, tands gue kes antibiotiques
ont une place de choix dans le traitement des
actinomycétomes. Les antifongigues azolés
(iraconazole, voriconazole, posaconazole) somt
les plus wtilisés pour le traitamant des eumycd-
tomes. L'association d'un azolé avec la terbina-
fine ou la flucytosine est possible. Malgré son
afficacitd insuffisante, la traitement antfongique
doit préchder |2 prise en charge chirurgicale, car
il permetirait de limiter les risques de récidive,
=ars que cala soit clairament démontré.

L'évolution vers une etteinte osseusa générant
des doulsurs et des fractures spontanées est
l'ssue quasment néluctable dumycitome. Cetie
comphication fnéquente 5'explique par I'éwolution
lente et indolore de 'afection dans des régions
rurales déshéntées, le patient ne se présentant en
consultation qu'sw moment de la survenue des
douleurs. L'atteinte osseuse doit &tre sy stémat-
quemeant recherchéa & imageris (#chographie,
scanner, car il n'existe pas de parzléisme entre
atteimts osseuse et espect clinique. Elle est de
maLv&is pronaostic at compligue la prise en

charge thérapewtique. Ele peut conduire & une

Exophiaa jeansdme sont kes prncipaux champi- amputaton lorsque Fostéolyse est trés avancée

gnons responssbles des sumycétomes. carune exdndsa compltada la Bsion ast nécas-

Les raitements antifongiques sont peu efficaces sdire pouwr un trettement eficace. b
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