
HAL Id: tel-01497431
https://theses.hal.science/tel-01497431

Submitted on 28 Mar 2017

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Métacaspases : cibles thérapeutiques contre le paludisme
Fatimata Sow

To cite this version:
Fatimata Sow. Métacaspases : cibles thérapeutiques contre le paludisme. Parasitologie. Université de
Lyon, 2016. Français. �NNT : 2016LYSE1275�. �tel-01497431�

https://theses.hal.science/tel-01497431
https://hal.archives-ouvertes.fr


 
 
 
 
 
 
N°d’ordre NNT : 2016LYSE1275 
 
 

THESE de DOCTORAT DE L’UNIVERSITE DE LYON 
opérée au sein de 

l’Université Claude Bernard Lyon 1 
 

Ecole Doctorale N° accréditation  
ECOLE DOCTORALE INTERDISCIPLINAIRE SCIENCES-SANTE 

 
Spécialité de doctorat : Micro-organismes, interactions, infections 

Discipline : Parasitologie 
 

 
Soutenance publique le 09/12/2016 

Par 

Fatimata SOW 
 

Métacaspases : Cibles thérapeutiques 
contre le Paludisme 

 
Devant le jury composé de : 
 
CARLO Severini, Research Director Istituto Superiore di Sanità, Rome, Italie  Rapporteur 

BASCO Leonardo, HDR, Faculté de Médecine la Timone, Marseille, France Rapporteur 

DREYFUSS Gilles, Professeur, Faculté de Médecine, Limoges, France     Rapporteur 

DARDE Marie-Laure, Professeur, Faculté de Médecine, Limoges, France    Examinatrice 

NUSHIN Aghajari, HDR, IBCP, Lyon, France      Examinatrice 

BALLUT Lionel, Maitre de conférences, HDR, IBCP, Lyon, France   Examinateur 

BIENVENU Anne-Lise, PharmD, PhD, UCBL, Lyon, France    Examinatrice 

PICOT Stéphane, HDR, PhD, UCBL, Lyon, France        Directeur de thèse  

  



2 
  

UNIVERSITE CLAUDE BERNARD - LYON 1 

Président de l’Université 

Président du Conseil Académique  

Vice-président du Conseil d’Administration 

Vice-président  du Conseil Formation et Vie Universitaire  

Vice-président de la Commission Recherche 

Directrice Générale des Services 

M. le Professeur Frédéric FLEURY 

M. le Professeur Hamda BEN HADID 

M. le Professeur Didier REVEL 

M. le Professeur Philippe CHEVALIER 

M. Fabrice VALLÉE 

Mme Dominique MARCHAND  

COMPOSANTES SANTE 

Faculté de Médecine Lyon Est – Claude Bernard 

Faculté de Médecine et de Maïeutique Lyon Sud – Charles 

Mérieux 

Faculté d’Odontologie  

Institut des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques 

Institut des Sciences et Techniques de la Réadaptation 

Département de formation et Centre de Recherche en 

Biologie Humaine 

Directeur : M. le Professeur G. RODE  

Directeur : Mme la Professeure C. BURILLON 

Directeur : M. le Professeur D. BOURGEOIS 

Directeur : Mme la Professeure C. 

VINCIGUERRA 

Directeur : M. X. PERROT 

Directeur : Mme la Professeure A-M. SCHOTT 

 

COMPOSANTES ET DEPARTEMENTS DE SCIENCES ET TECHNOLOGIE 

Faculté des Sciences et Technologies 

Département Biologie 

Département Chimie Biochimie 

Département GEP 

Département Informatique 

Département Mathématiques 

Département Mécanique 

Département Physique 

UFR Sciences et Techniques des Activités Physiques et 

Sportives 

Observatoire des Sciences de l’Univers de Lyon 

Polytech Lyon 

Ecole Supérieure de Chimie Physique Electronique 

Institut Universitaire de Technologie de Lyon 1 

Ecole Supérieure du Professorat et de l’Education 

Institut de Science Financière et d'Assurances 

Directeur : M. F. DE MARCHI 

Directeur : M. le Professeur F. THEVENARD  

Directeur : Mme C.  FELIX 

Directeur : M. Hassan HAMMOURI 

Directeur : M. le Professeur S. AKKOUCHE 

Directeur : M. le Professeur G. TOMANOV 

Directeur : M. le Professeur H. BEN HADID 

Directeur : M. le Professeur  J-C PLENET  

Directeur : M. Y.VANPOULLE   

Directeur : M. B. GUIDERDONI  

Directeur : M. le Professeur E.PERRIN 

Directeur : M. G. PIGNAULT 

Directeur : M. le Professeur C. VITON 

Directeur : M. le Professeur A. MOUGNIOTTE 

Directeur : M. N. LEBOISNE 

  



3 
  

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 

problème 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 à la 

capacité d’adaptation du parasite. La découverte récente d’une métacaspase de Plasmodium 

falciparum (PfMCA1) et la mise en évidence de son rôle potentiel dans l’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 PfMCA1, 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 être atteint, à cause d'un phénomène 

d’autoclivage de la protéine suite à son expression, ce qui fait que nous n’avons pas réussi à 

récupérer la protéine. Dans un second temps, nous avons étudié la métacaspase de 

Plasmodium vivax (PvMCA1) en comparaison avec PfMCA1, et nous avons montré que les 

résidus histidine et cystéine dans la dyade catalytique sont bien conservés. Nous avons 

identifié un deuxième site potentiel dans le domaine catalytique de PvMCA1. A partir 

d’échantillons collectés en Mauritanie, au Soudan et à Oman, nous avons montré que les 

résidus histidine et cystéine, ainsi que les résidus du second site du domaine catalytique de 

PvMCA1 sont très variables. Les mutations de ces résidus doivent faire l’objet d’une étude 

approfondie de leurs effets sur la fonction de la protéine PvMCA1. Ce polymorphisme trouvé 

dans les résidus catalytiques de PvMCA1 doit être évalué comme marqueur moléculaire de 

résistance. 
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P. ovale: Plasmodium ovale 

P. malariae: Plasmodium malariae 

P. knowlesi: Plasmodium knowlesi 

P. reichenowi: Plasmodium reichenowi  

P. yoelii: Plasmodium yoelii 

Pb: Paire de base 

PC: Paracaspase 

PS : Phosphatidylsérines  

PCD : « Programmed cell death »  
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PCR : Réaction de polymérisation en 

chaine  

PS : Phosphatidylsérine 

TBE : Tris-borate-EDTA 

RCD : Mort Cellulaire Régulée 

RIP1: Receptor interacting protein 1 

Rpm: Rotation per minute  

ROS: Reactive Oxygen Species 

SERA: Serine-rich antigen 

SDS- PAGE: Sodium dodecyl sulfate 

polyacrilamide 

TBE: Tris, Borate, EDTA 

TbMCA2: Métacaspase 2 de Trypanosoma 

brucei 

TG: Triglycérides 

TLR: Toll-Like Receptor 

TNF: Tumor Necrosis Factor 

TNFR1: Tumor Necrosis Factor Receptor1  

UV: Ultra-violet 

YCA1 : Métacaspase de la levure 

Saccaromyces cerevisiae  
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INTRODUCTION ET OBJECTIFS 
Le paludisme est classé quatrième cause de mortalité infantile dans le monde tropical. Et, ce 

malgré la diminution de l’impact du paludisme dans les pays endémiques, pendant ces 

dernières 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 décès sont 

dus à l’espèce 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 à cette infection. 

Cette maladie parasitaire liée à la pauvreté est un problème majeur de santé publique, qui 

menace de milliers de personnes dans le monde et elle est à l’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 (anophèles) 

aux insecticides constituent un grand défi dans la lutte pour l’élimination du paludisme. 

L’artémisinine et ses dérivés sont les antipaludiques phares pour traiter efficacement le 

paludisme. Cependant, ces médicaments récemment découverts commencent à perdre leur 

efficacité du fait de l’émergence de la résistance apparue dans le continent Asiatique, et une 

propagation de cette résistance est à 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 à la capacité 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-UMR5246, CNRS-

INSA-CPE, Malaria Research Unit, exploitaient de nouvelles pistes à la recherche de 

nouvelles cibles thérapeutiques pour l’espèce P. falciparum (l’espèce la plus dangereuse). 

C’est dans cette optique qu’ils ont mis en évidence pour la première fois une mort cellulaire 

par apoptose des parasites suite à une pression médicamenteuse à la chloroquine. Ces 

découvertes ont permis de mener des études dans la perspective de comprendre les 

mécanismes moléculaires impliqués dans la mort du parasite à l’intérieur des érythrocytes, 

ainsi visant à traiter la maladie en agissant sur ces mécanismes de mort intrinsèque du 

parasite. 



15 
  

Quelques années plus tard, après la mise en évidence de l’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 été nommées « métacaspases ». Des récents travaux ont décrit la première réelle 

métacaspase de P. falciparum (PfMCA1) et son rôle dans l’apoptose a été démontré 

notamment dans la Thèse de Benoit Meslin, « Etude de la voie des métacaspases, une étape 

vers la compréhension de l’apoptose de Plasmodium falciparum », Thèse de doctorat en 

Parasitologie, sous la direction du Professeur Stéphane Picot, Etude doctorale de l’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 (PfMCA1) déjà décrite.  

L’objectif premier de cette thèse est de tenter de déterminer la structure 

tridimensionnelle (3D) de la métacaspase 1 de P. falciparum (PfMCA1).  

L. Aravind a décrit pour la première fois des orthologues des caspases en 1999 (Aravind et al., 

1999), ainsi ouvrant la voie à Uren et ses collègues en 2000, à classer les paracaspases chez 

les animaux et les myxomycètes 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 gènes codant les métacaspases, PfMCA1 (PF13_0289), PfMCA2 

(PF14_0363) et PfMCA3 (PF14_0160). Parmi ces trois enzymes, seule PfMCA1 présente les 

résidus cystéine et histidine au niveau de la dyade catalytique à l’instar des caspases (Le Chat 

et al., 2007; Meslin et al., 2007). Des études phylogénétiques ont révélé que la structure et 

l’organisation des métacaspases étaient très proches des caspases, permettant ainsi de les 

associer à 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 à 

l’instar des caspases initiatrices de l’apoptose (Meslin et al., 2007). Ainsi, nous avons voulu 

dans un premier temps, déterminer la structure de PfMCA1, 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 être testées in vitro pour l’étude de leur 

activité anti-paludique en vue de potentielles drogues thérapeutiques.  

Test in-vitro des molécules cible de la métacaspase 1 de P. falciparum (PfMCA1)  
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Sachant la longue durée que peuvent prendre les études d’expression des gènes de P. 

falciparum dans un système hétérologue, nous avons décidé de tester en parallèle l’activité 

antipaludique des molécules sélectionnées à partir d’un modèle de PfMCA1 construit 

virtuellement in silico grâce au docking moléculaire et au criblage virtuel à grande échelle 

(VHTS) et étudier leurs mécanismes d’action pour leurs potentielles inductions de l’apoptose.  

Le second objectif de cette thèse est d’étudier si le gène codant la métacaspase est 

conservé entre différentes espèces de Plasmodium  

Etant donné que PfMCA1 est une cible thérapeutique contre le paludisme, il s’est avéré 

nécessaire d’étudier si cette dernière est bien conservée entre les différentes espèces de 

Plasmodium. Si tel est le cas, les molécules candidates sélectionnées à partir de cette cible 

pourraient être testées sur les autres espèces. Afin de réaliser cette étude, nous avions besoin 

d’un nombre important d’échantillons de chaque espèce. Et compte tenu des faibles cas 

d’importations de paludisme à l’hôpital de la Croix Rousse de Lyon et de la fréquence du 

diagnostic de l’espèce 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 « l’unité 

de recherche sur le paludisme à Nouakchott (Mauritanie) » et « Malaria Research Unit de 

Lyon » sur les diverses thématiques portant sur le paludisme. 

 

Dans un premier plan, nous présenterons l’épidémiologie du paludisme dans le monde.  

Ensuite une revue bibliographique sur le paludisme et la résistance des parasites aux 

antipaludiques. Puis, la découverte de l’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 thèse n’a 

pas pu être atteint, et par conséquent, ces travaux n’ont pas fait l’objet d’une publication. Le 

premier article de revue portera sur une interrogation sur la vie ou de la mort de P. 

falciparum. Un deuxième article portera sur la diversité génétique de la métacaspase 1 de 

Plasmodium vivax et le gène multidrug-resistant 1 de P. vivax (pvmdr1) à partir des isolats de 

P. vivax provenant de la Mauritanie, du Soudan et d’Oman, et les raisons qui nous ont 

conduite à nous intéresser à la métacaspase 1 de P. vivax.  
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I. Epidémiologie du paludisme à 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 à 214 millions et le nombre de cas de décès a été de 438000 (Cibulskis 

et al., 2016 ; Klein et al., 2016). Malgré les efforts menés pour diminuer le taux de mortalité et 

de morbidité, 90 % des cas de décès 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 l’étude 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 l’Europe dans les 

années 1974, suite à la déclaration de l’OMS. Cependant des cas de réémergence du 

paludisme ont été rapportés dans le sud de l’Europe, plus particulièrement en Grèce, comme 

cela a été rapporté également à Singapour et en République de Corée. Et les facteurs de cette 

réapparition du paludisme en Grèce ont été supposés être dus soit au réchauffement 

climatique, soit à la présence des vecteurs et à l’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 

dû au paludisme partout dans le monde. En effet, ces dernières années, une diminution de 

manière considérable de l’impact du paludisme dans les zones endémiques a été atteinte avec 

une réduction de l’incidence estimée à 37% entre 2000 et 2015 (Cibulskis et al., 2016), 

Figure 1. Parmi les moyens mis à disposition pour atteindre ces objectifs, il y a l’utilisation 

des antipaludiques efficaces, l’artémisinine et ses dérivés dans le traitement du paludisme, la 

mise à disposition des tests de diagnostic rapide, la pulvérisation d’insecticides pour réduire la 

transmission vectorielle, la distribution et la recommandation de l’utilisation des 

moustiquaires imprégnées d’insecticides pour les personnes à 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 succès dans la lutte 

contre le paludisme, que le prix Nobel de médecine, pour la découverte de l’artémisinine dans 

le traitement du paludisme a été attribué à 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. 
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gambiae sur la période de 1990 à 2010, grâce 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 l’espèce la plus 

virulente et mortelle (P. falciparum). Ce vaccin a reçu un avis favorable sur le rapport 

bénéfice/ risque par l’Agence Européen de Médicament (AEM). Et l’Organisation Mondial de 

la Santé (OMS) a donné l’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 l’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 (VMP001/AS01B) candidat est également 

en cours d’essai clinique pour l’espèce P. vivax et d’après les premiers essais de la phase 1/2a, 

des données sur la sécurité, l’immunogénicité et l’efficacité de ce vaccin ont été montrées 

positives. De plus, selon l’avis des chercheurs, ce vaccin présenterait un double avantage, du 

fait qu’il sera non seulement utilisé pour la prévention de l’infection mais aussi pour prévenir 

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

 

Mais, malgré ces efforts, le projet d’éradication du paludisme fait face à de nombreux défis, 

notamment la résistance des anophèles aux insecticides, l’émergence et la propagation de la 

résistance des parasites aux antipaludiques (Vestergaard and Ringwald, 2007). Récemment de 

nombreuses études ont rapporté l’émergence de la résistance des parasites aux artémisinines, 

dans cinq pays de l’Asie du sud-est et une crainte de la propagation de cette résistance dans le 

continent africain soulève un sujet très alarmant. De plus, actuellement, l’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 à cette apparition 

récurrente de la résistance, la découverte de nouveaux anti-paludiques efficaces capables de 

retarder l’émergence de la résistance est une nécessité très urgente (Picot et al., 2014). C’est 

pourquoi cette maladie parasitaire reste un problème majeur de santé publique, qui menace 

des milliers de personnes dans le monde. De ce fait, des efforts sont sans cesse déployés dans 

l’espoir de trouver de nouveaux médicaments moins propices à l’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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II. Données bibliographiques sur le paludisme 
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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 à l’homme par piqûre 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, après avoir été fécondées. Il y a plus de 140 

espèces de Plasmodium, qui infectent diverses espèces animales. Parmi ces espèces, cinq sont 

connues pour infecter l’homme : P. falciparum, P. vivax, Plasmodium ovale, P. malariae et P. 

knowlesi (Jeremiah et al., 2014 ; Krungkrai and Krungkrai, 2016a). Pour l’espèce P. ovale, 

deux sous espèces ont été récemment identifiées et nommées respectivement P.ovale curtisis 

et P. ovale wallikeri (van Schalkwyk et al., 2013). Ces cinq espèces sont différentes par leurs 

critères biologiques et cliniques, par leur répartition géographique et par leur capacité à 

développer des résistances aux anti-paludiques. De plus, l’infection à certaines de ces espèces 

est également fonction du génotype de l’homme (certains groupes sanguins ou anomalies de 

l’hémoglobine sont moins favorables à la multiplication du parasite) et à l’adaptation 

concomitante au biotope de l’homme et du vecteur (Picot, 2006). La classification 

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

 

Plasmodium falciparum est l’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, où il 

est responsable des cas sévères de la maladie et du taux élevé de mortalité (Greenwood et al., 

2005). De plus, P. falciparum pose de graves problèmes de résistance aux anti-paludiques. 

C’est la raison pour laquelle c’est l’espèce la plus étudiée (Cornejo and Escalante, 2006). P. 

vivax est la deuxième espèce, largement répandue dans le monde. En effet, elle est présente 

dans toute l’Asie, en Amérique du sud et centrale, en Océanie et ainsi que dans les foyers 

méditerranéens. Le dogme de l’absence de P. vivax en Afrique a été remis en question ces 

dernières années, du fait des rapports de cas de paludisme dus à P. vivax chez les peuples 

berbéroïdes (Touaregs et Maures) autour du Sahara, et chez les éthiopiens d’origine yéménite 

et ainsi que chez les bushmen d’Afrique de l’est (Kalahari, Tanzanie) (Picot, 2006). De plus, 

des études récentes ont révélé la présence de P. vivax en Afrique sub-saharienne, notamment à 

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 thèse 

selon laquelle l’absence de l’espèce 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 élevée de cas de P. vivax est supposée être 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 à l’infection à 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 à la chloroquine (Barnadas et al., 2015 ; Getachew et al., 2015a ; 

Marfurt et al., 2008). Cette espèce constitue aussi une menace sérieuse pour des milliers de 

personnes partout dans le monde. Plasmodium ovale et Plasmodium. malariae sont les 

espèces les moins pathogènes et sont présentes majoritairement en Afrique sub-saharienne 

(Mueller et al., 2007). Plasmodium knowlesi est la cinquième espèce 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 espèces 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 espèces de Plasmodium 
Super-règne Eucaryote 

Règne Chromalveolata  

Super-phylum Alveolata  

Phylum  Apicomplexa   

Classe  Aconoidasida   

Sous-classe Hematozoa  

Ordre  Haemosporida   

Sous-ordre Haemosporidiidea   

Famille  Plasmodiidae  

Genre Plasmodia  

Sous-genre Plasmodium Laverania  

Espèces  

P. falciparum 
P. vivax 
P. ovale 
P. malariae 
P. knowlesi 

(D’après 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 espèces d’anophèles dont 25 sont connues par leurs critères 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 l’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 sèches (ou arides). La variation de l’intensité de la 

transmission du paludisme en Afrique sub-saharienne dépend de l’abondance de ces espèces 

dans ces zones (Kibret et al., 2016). Anopheles gambiae est le vecteur de l’espèce P. 

falciparum en Afrique sub-saharienne (Hoffman et al., 2002). Des études entomologiques 

réalisées sur le territoire mauritanien ont répertorié  12 espèces et sous-espèces d’anophèles: 

Anopheles funestus, An. gambiae s.l, Anopheles pharoensis, Anopheles rufipes, Anopheles 

melas, Anopheles dhtali, Anopheles rhodesiensis, Anopheles coustani, Anopheles ziemanni, 

Anopheles pretoriensis, Anopheles squamosus, et Anopheles demilloni. Parmi toutes ces 

espèces, An. gambiae est l’espèce 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 

Espèces 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 espèces de 

Plasmodium qui infectent l’homme. Plasmodium présente un cycle hétéroxène, c'est-à-dire 

que le cycle de vie se déroule chez deux hôtes : l’hôte intermédiaire (l’homme), où se déroule 

la reproduction asexuée (schizogonie) et l’hôte définitif (femelle de moustique), où se déroule 

la reproduction sexuée (sporogonie). Chez l’homme le cycle est divisé en deux phases : une 

phase hépatique (exo-érythrocytaire) correspondant à 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 (hôte intermédiaire) 

a. Schizogonie pré-érythrocytaire  

La transmission du paludisme se fait par inoculation d’une forme parasitaire (sporozoïte) par 

l’anophèle femelle infesté lors de son repas de sang. Après une courte durée dans le sang, 

certains sporozoïtes parviennent à gagner le foie et à se multiplier dans les cellules hépatiques.  

Après multiplication, les parasites se transforment en schizontes pré-érythrocytaires (formes 

multinucléées). Après quelques jours de maturation, les cellules hépatiques vont éclater et 

libérer des milliers de mérozoїtes uninucléés dans le sang (10 000 à 30 000 mérozoїtes). Pour 

P. vivax et P. ovale, certains parasites restent en phase dormante dans le foie (hypnozoїtes) et 

sont responsables d’une schizogonie hépatique retardée qui va entraîner une libération des 

mérozoїtes plusieurs semaines, mois ou années plus tard après l’infection. Les hypnozoïtes 

sont à l’origine des reviviscences tardives observées.  

 

b. Schizogonie érythrocytaire 

Très rapidement, les mérozoïtes libérés dans la circulation sanguine pénètrent dans les 

globules rouges par l’interaction ligand-récepteur. Le cycle érythrocytaire se caractérise par 

une schizogonie, qui permet le passage du stade ring en trophozoїte (forme en anneau), puis 

en schizonte (division nucléaire et la formation de plusieurs noyaux). Durant la phase de la 

croissance intraérythrocytaire, le parasite consomme l’hémoglobine de l’hôte et modifie la 

membrane cellulaire du globule rouge pour créer des passages d’importation des nutriments. 

La digestion de l’hémoglobine (Hb) libère l’hème et fournit au parasite des acides aminés 

nécessaires pour sa croissance. L’hème 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 « hémozoïne ». 

L’hémozoïne (sous forme de cristaux) est le pigment malarique visible à l’intérieur de la 

vacuole digestive du parasite, sous forme de granules sombres et la vision de ce pigment est 

plus marquée dans les dernières étapes de développement. Le schizonte, une fois mature, 

entraîne l’éclatement des hématies et la libération de 8 à 32 nouveaux mérozoїtes. Ces 

mérozoїtes 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’élève, la personne atteinte devient fébrile, c’est l’accès palustre. Quand la densité parasitaire 

atteint environ 50 parasites/μL dans le sang (environ 100 millions de parasites dans le sang 

d’une personne adulte), les parasites peuvent être 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 même rythme, tous les schizontes érythrocytaires 

arrivent à maturation au même moment, entraînant ainsi la destruction d’un grand nombre de 

globules rouges de manière périodique (cycle synchrone), toutes les 24 heures (fièvre 

quotidienne pour P. knowlesi), 48 heures (fièvre tierce pour P. falciparum, P. vivax ou P. 

ovale) ou toutes les 72 heures (fièvre quarte de P. malariae). Cette phase érythrocytaire est la 

principale cible des antipaludiques. Après quelques cycles érythrocytaires, certains 

trophozoїtes subissent une maturation d’une dizaine de jours, sans division nucléaire, 

accompagnée d’une différenciation sexuée. Ainsi, se forment les gamétocytes à potentiel mâle 

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

 

2.3.1.2. Chez le moustique (hôte définitif) 

Lors de la prise du repas sanguin chez une personne infectée, l’anophèle aspire 

éventuellement les gamétocytes. Le gamète mâle et le gamète femelle fusionnent en un œuf 

libre dans l’estomac du moustique, mobile, dénommé ookinète. Cet ookinète quitte la lumière 

du tube digestif et se fixe ensuite à la paroi externe de l’estomac et se transforme en oocyste. 

Les cellules parasitaires se multiplient à l’intérieur de cet oocyste, et produisent des centaines 

de sporozoїtes qui migrent ensuite vers les glandes salivaires du moustique. Ces sporozoїtes 

sont les formes infectantes dans la salive du moustique, prêtes à être inoculées lors d’un 

nouveau repas sanguin sur un hôte vertébré. La durée du développement sporogonique des 

Plasmodium varie en fonction des conditions climatiques. Les formes sexuées du parasite 

(gamétocytes) peuvent apparaître au décours d’une crise de paludisme ou après le traitement. 

Ces formes ne sont pas pathogènes mais sont reprises par le moustique lors d’une piqûre, 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 sporozoïtes chez l’homme lors de prise de son repas 

sanguin ( ). Certains sporozoïtes arrivent à gagner le foie et à se multiplier ( ) et deviennent 

mature sous forme schizontes ( ). Les cellules hépatiques vont éclater et libérer les 

mérozoïtes dans la circulation sanguine ( ). Pour les espèces P. vivax et P. ovale, les 

parasites peuvent rester sous forme dormante dans le foie (hypnozoïtes), dont le réveil peut se 

déclencher des semaines, mois ou années plus tard, et qui sont à l’origine des rechutes. Les 

mérozoites infectent les globules rouges ( ), et se multiplient en différents stades (ring, 

trophozoïte et schizonte). La maturation des schizontes entraîne l’éclatement des hématies et 

la libération des mérozoites et c’est un cycle répétitif ( ). Après plusieurs multiplications 

asexuées, certains parasites vont se différencier en gamétocytes ( ). Les gamètes mâles et 

femelles sont pris par le moustique chez une personne infectée ( ). Ces derniers fusionnent 

dans l’estomac du moustique et forment le zygote (reproduction sexuée) ( ). Le zygote 

mature devient mobile (ookinète) ( ), et migre vers la paroi intestinale en se transformant en 

oocystes ( ). Les oocystes se développent et se transforment en sporozoïtes ( ), qui 

regagnent les glandes salivaires du moustique, c’est la forme infectante prête à être inoculée 

par le moustique chez l’homme pour un nouveau cycle. (D’après, CDC: Centers for Disease 

Control and Prevention). 
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2.4. Phylum Apicomplexa des Plasmodium  

La relation phylogénétique par parcimonie entre différentes espèces de Plasmodium a révélé 

que les Plasmodium possèdent un plaste dont la présence serait l’une des raisons de leurs 

classifications dans le Phylum Apicomplexa et, de plus, du fait de l’organisation de leur pôle 

apical (Cowman and Crabb, 2002). Des études phylogénétiques ont également tenté 

d’expliquer l’origine de ce plaste et ont émis l’hypothèse que ce plaste serait le reste du 

génome d’une algue, dont l’origine pourrait être due à une endosymbiose secondaire entre 

Plasmodium et une algue (Rathore et al., 2001). Ainsi, l’apicoplaste est considéré comme un 

reliquat d’un ancien chloroplaste, où plusieurs processus cellulaires et voies de synthèse se 

produisent, tels que i) la réplication de l’ADN, la transcription et la translocation (Cowman 

and Crabb, 2002). Il a été mis en évidence que l’apicoplaste joue un rôle essentiel pour la 

survie du parasite et qu’il est impliqué dans la synthèse anabolique des acides gras, 

isoprénoïdes et dans le métabolisme de l’hème (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 espèces) ont révélé que P. falciparum 

est plus proche de P. reichenowi, un parasite du chimpanzé (Gardner, 1999 ; Thompson et al., 

2001). 

Figure 3. Structure d’un mérozoïte 
 et des protéines impliquées 

dans l’invasion du globule rouge 
Les rhoptries, les micronèmes 

et les granules denses sont les acteurs 
majeurs durant la phase de l’invasion du 

globule rouge par un mérozoïte. 
M2 Neuroparasitologie (Limoges, France) 

Figure 4. Observation d’un 
gamétocyte femelle de P. falciparum, 

dans une culture du clone 3D7 
Malaria Research Unit (Lyon, France)
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2.5. Physiopathologie du paludisme à P. falciparum 

Le paludisme sévère est un syndrome complexe, qui peut toucher plusieurs organes, tels que 

les reins (insuffisance rénale), le cerveau (neuropaludisme), les poumons (œdème 

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 sévère  

L’envahissement des hématies par les mérozoïtes et la multiplication des parasites induisent 

une lyse progressive des globules rouges. L’éclatement des globules rouges parasités lors de 

la libération des mérozoïtes et la destruction des globules rouges non-parasités par la réponse 

du système immunitaire sont des phénomènes à l’origine de l’anémie sévère (Greenwood et 

al., 2005). 

 

2.5.2. Neuropaludisme 

C’est un accès grave du paludisme qui se caractérise par une atteinte du système nerveux 

central. Au cours de la phase intra-érythrocytaire, les hématies parasitées par les trophozoïtes 

et les schizontes adhèrent à l’endothélium par l’intermédiaire des protubérances appelées 

« knobs » exprimées à la surface des globules rouges. La protéine PfEMP1 (P. falciparum 

erythrocyte membrane protein 1) est l’une des protéines impliquées dans cette 

physiopathologie. Cette cyto-adhérence entraîne 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 à l’origine du coma. Le développement progressif du coma est souvent accompagné d’un 

état épileptique (convulsions généralisées ou focales). C’est la raison pour laquelle les 

trophozoïtes et les schizontes sont rarement observés dans la circulation sanguine chez des 

patients impaludés à cause de leur adhérence avec les cellules endothéliales précédemment 

décrite (Dogovski et al., 2015). Cette obstruction capillaire est aggravée par des phénomènes 

complexes où 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 entraînent 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 l’infection peut conduire directement à la mort dans les 24h 
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après l’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 à l’hôpital pour paludisme sévère, la mort survient dans les 24 premières heures (Idro et 

al., 2010 ; Rao et al., 2010). Des études post-mortem sur des personnes atteintes du 

neuropaludisme ont mis en évidence le rôle majeur de la cythoadhérence des globules rouges 

infectés sur les cellules endothéliales à l’origine de l’hypertension intracrânienne, de l’œdème 

cérébral et d’une hypoglycémie. (Greenwood et al., 2005). L’infection palustre pendant la 

grossesse est un danger pour le fœtus surtout pour les primipares (première grossesse de la 

femme). La séquestration d’hématies parasitées dans le placenta et l’aggravation de l’anémie 

gravidique favorisent la survenue des nouveaux nès de faible poids (˂2,5 kg). Le paludisme 

est responsable également d’avortements et de l’augmentation de la mortinatalité (White et 

al., 2014).  

 

2.5.3. Détresse respiratoire  

Elle se caractérise par un œdème causé non seulement par des lésions périvasculaires dans la 

paroi des alvéoles pulmonaires mais également par une baisse de la ventilation d’origine 

centrale (Picot et al., 2009).  
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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 PfEMP1 (P. falciparum erythrocyte membrane protein), 

acteur majeur dans le phénomène de cyto-adhérence. 
M2 Neuroparasitologie (Limoges, France) 

 

2.6. Traitements du paludisme 

Selon les directives de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les bi-thérapies à base 

d’artémisinine (artemisinin-based combination therapy, ACTs) sont les anti-paludiques 

recommandés dans le traitement du paludisme non-compliqué dû à P. falciparum, en première 

intention chez les enfants et les adultes (Win et al., 2016 ; Woodrow et al., 2005). De 

nombreux travaux ont montré l’efficacité thérapeutique des ACTs dans le traitement du 

paludisme non-compliqué, dans les zones où la résistance à la chloroquine ou la 

polychimiorésistance est déclarée. Le choix de l’ACT d’un pays à l’autre va dépendre du 

degré de résistance vis-à-vis du médicament associé. Cependant l’artémisinine et ses dérivés 

ne doivent pas être utilisés en monothérapie pour le paludisme non compliqué. L’association 

sulfadoxine et pyriméthamine (S/P) possède 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’être utilisé 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-quinoléine) est utilisée 

pour tuer les gamétocytes matures de P. falciparum et les hypnozoïtes de P. vivax ou P. ovale. 
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Cependant l’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 à la chloroquine, 

l’OMS recommande l’utilisation des ACT (sauf une combinaison comportant la SP) (Duparc 

et al., 2013). Depuis 2012, l’OMS préconise, pour les pays dans la phase d’élimination du 

paludisme à P. falciparum et dans les pays où sévissent des souches résistantes à 

l’artémisinine, l’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 sévère et 
non-compliqué à P. falciparum 

Paludisme Médicaments anti-paludiques Références 

Paludisme sévère - Quinine 
- Artésunate ou artéméther 

(Picot et al., 2014 ; 
Woodrow et al., 2005) 

Paludisme non-compliqué 

- Artémether-luméfantrine 
-Dihydroartémisinine-pipéraquine 
-Pyronaridine-artésunate 
-Artésunate-amodiaquine 
-Artésunate-méfloquine 
-Artésunate-Sulfadoxine-Pyriméthamine 

(Duparc et al., 2013; 
Ouldabdallahi et al., 
2014; Tun et al., 2016; 
World Health 
Organization, 2015; 
Zongo et al., 2007) 

- Primaquine avec ACT (Eziefula et al., 2014 ; 
Vale et al., 2009) 
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III. Chimiorésistance de P. falciparum  
3.1. Les anciens antipaludiques 

Le paludisme est une maladie connue de très longue date, dont l’estimation pourrait être des 

siècles ou des millénaires. C’est une maladie qui se caractérise par une forte fièvre et des 

maux de tête, des douleurs articulaires et musculaires, souvent accompagnés de diarrhée et 

vomissement (Cowman and Crabb, 2002 ; Gayathri et al., 2007). La quinine est un alcaloïde 

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 fièvre et elle était connue en 

Europe depuis le XVIème siècle. Ainsi en 1820, Pierre-Joseph Pelletier et Joseph Caventou ont 

isolé les alcaloïdes de l’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 XXème siècle 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 l’artésunate pour le traitement. 

 

Parmi ces antipaludiques, la chloroquine fut le médicament de choix à cause de son excellente 

efficacité clinique, sa faible toxicité, sa sécurité chez les femmes enceintes et chez les 

nourrissons et son faible coût. Cependant, son utilisation massive et répandue a entraîné 

l’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 (Thaïlande) vers la fin des années 1950. En Afrique, la résistance à la 

chloroquine a été détectée la première fois en Tanzanie à la fin des années 1970 et a atteint la 

quasi-totalité de l’Afrique sub-saharienne dès 1988 (Hyde, 2007 ; Vestergaard and Ringwald, 

2007). Cette propagation de la résistance a entraîné une extension de la chimiorésistance dont 

la conséquence a été l’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 

succès du maintien en culture continue in vitro de P. falciparum, selon le protocole de Trager 

et Jensen en 1976, qui permet la mise en œuvre 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 synthèse des métabolites. 

a. Schizonticides sanguins 

Les schizonticides sont les antipaludiques qui possèdent un noyau quinoléine ou 

endoperoxyde.  

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

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

- Artémisinine et ses dérivés. 

Ces anti-paludiques ciblent l’hème, le produit de dégradation de l’hémoglobine dans la 

vacuole digestive du parasite (Sullivan et al., 1996). Depuis l’apparition de la résistance de P. 

falciparum à 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 complètement élucidé. 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 l’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 l’intérieur de cette 

vacuole, la chloroquine est protonée et prise au piège, et exerce son action létale sur le 

parasite. Durant la croissance du parasite à l’intérieur du globule rouge, P. falciparum 

consomme l’hémoglobine. La digestion de l’hémoglobine (Hb) libère un produit toxique, 

l’hème (Ferriprotoporphyrine IX). Pour se protéger des effets toxiques de l’hème, le parasite 

la cristallise en hémozoïne. Des études ont montré que la chloroquine agirait en formant un 

complexe avec l’hématine (l’hème oxydée) avec des liaisons électrostatiques et ainsi 

inhiberait la cristallisation de l’hème en hémozoïne. 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 âgées (jeunes trophozoïtes), les trophozoïtes et les stades précoces 

de gamétocytes. Par contre, les stades tardifs de gamétocytes, le ring précoce et les schizontes 

âgés sont naturellement résistants à la concentration des quinoléines.  

 

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

Depuis l’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 phénomène d’efflux de la chloroquine à l’extérieur de la vacuole digestive du parasite a 

été rapporté être l’une des raisons qui conduisent à une diminution de la sensibilité des 

souches de P. falciparum à 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 (Pfmdr1 and Pfcrt) de transport localisées dans 

la vacuole digestive du parasite ayant des caractéristiques de flux directionnel opposées ont 

été montrées être 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 mammifères et est impliquée dans les 

résistances aux anti-cancéreux. Cette protéine est codée par Pfmdr1 (Plasmodium falciparum 

multidrug-resistance 1), le gène 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 gène Pfmdr1est la plus étudiée. Des échecs thérapeutiques à la chloroquine et à 

l’amodiaquine ont été rapportés liée à cette mutation. Cependant cette mutation n’est pas 

hautement correlée à 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 rôle 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 à la chloroquine et une seule 

mutation du gène pfcrt à 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 gènes codant ces 

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

Le mécanisme d’action de l’artémisinine fait l’objet de nombreux débats dans la communauté 

scientifique. Il a été largement rapporté que l’artémisinine et ses dérivés sont des pro-drogues, 

et sont administrés sous forme inactive (Dogovski et al., 2015). En présence du fer organique 

(Fe2+), le pont endoperoxyde de l’artémisinine est clivé. Ce clivage entraîne l’activation de 

l’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, l’artémisinine aurait une activité d’inhibition de l’ATPase calcium 

(sarcoplasmic endoplasmic reticulum calcium ATPase, SERCA) et l’inhibition des protéases à 

cystéine telles que falcipaines et papaines (O’Neill et al., 2010 ; Woodrow et al., 2005). Il a 

été également démontré que le mode d’action de l’artémisinine est similaire à celui de la 

chloroquine, sur le fait de se lier à l’hème et d’inhiber la cristallisation de ce dernier en 

hémozoïne. Par ailleurs, il a été rapporté que l’artémisinine se lie à l’hème par alkylation et le 

complexe « adduit hème-artémisinine » inhibe la cristallisation de l’hémozoïne et libère des 

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

 

d. Les inhibiteurs de la synthèse des métabolites 

Les principaux antipaludiques inhibiteurs de la biosynthèse 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 

synthèse nucléotidique dite de novo pour synthétiser ses acides nucléiques. Et ce processus de 

synthèse 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 (HCO3
-) en base pyrimidine de 

l’ADN ou de l’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 synthèse de l’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 synthèse des folates, est la dihydroptéroate synthase 

(PfDHPS). Cette enzyme est la cible de la sulfadoxine. Trois mutations sur le gène Pfdhfr aux 

positions 51, 59 et 108 ont été associées à un risque d’échec thérapeutique. Et une double 

mutation sur le gène Pfdhps (A437G et K540E) a été rapportée être associée à un échec 

thérapeutique. Ainsi la résistance des parasites aux antifolates est due à une accumulation de 
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mutations sur les deux gènes 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 « qinghao » est un ancien remède herbal chinois, extrait à partir d’une 

plante, l’armoise Artemisia annua. Elle était utilisée en médicine traditionnelle chinoise pour 

soigner la fièvre, depuis plus de 20 siècles (Klayman, 1985 ; Witkowski et al., 2010 ; 

Woodrow et al., 2005) . D’ailleurs, le Prix Nobel de médecine pour la découverte de 

l’artémisinine dans le traitement du paludisme a été attribué à Youyou Tu  (Benelli and 

Mehlhorn, 2016). En effet, l’artémisinine et ses dérivés i) possèdent 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 manière 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 l’artémisinine est sa durée de vie très 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 l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS) recommande l’utilisation de l’artémisinine et ses dérivés en bi-thérapies (Artemisinin-

based combination therapy, ACTs) (Witkowski et al., 2010; World Health Organization, 

2015). Historiquement, la combinaison thérapeutique à base d’artémisinine a été introduite au 

milieu des années 1990, à la période où la résistance à tous les anciens antipaludiques 

disponibles était déclarée partout dans les pays endémiques (Ashley et al., 2014). C’est dans 

cette optique que l’OMS en 2001 a recommandé l’utilisation de la combinaison thérapeutique 

à base d’artémisinine pour traiter le paludisme à P. falciparum non compliqué en première 

intention partout dans les pays endémiques (Mok et al., 2011 ; Noedl, 2005 ; Takala-Harrison 

et al., 2013). L’intérêt d’une telle recommandation de l’association médicamenteuse est d’une 

part de retarder l’émergence de la résistance et d’autre part de prolonger la durée de vie de 

l’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 l’efficacité thérapeutique 

de l’artémisinine et ses dérivés dans le traitement du paludisme a largement contribué à la 

réduction de l’impact du paludisme dans les zones endémiques (Witkowski et al., 2012). Ces 

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

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

 

3.2.1. Emergence de la résistance des parasites aux ACTs 

Le problème récurrent dans le traitement du paludisme est l’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 plutôt que le temps nécessaire pour une clairance 

complète des parasites dans l’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 à l’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, l’ouest du Cambodge est connu pour être un lieu d’émergence des premiers 

cas de résistance (épicentre) des souches de P. falciparum, comme cela a été également le cas 

pour de nombreux antipaludiques : chloroquine, la sulfadoxine-pyriméthamine, l’artemisinine 

et la pipéraquine (Dwivedi et al., 2016 ; Tripura et al., 2016). Par ailleurs, un nouveau 

mécanisme d’adaptation de P. falciparum soumis à des doses élevées d’artemisinine a été 

rapporté, comme étant un mécanisme de « quiescence » temporaire, qui permet aux parasites 

de survivre malgré l’administration de médicament, et un arrêt de leur cycle cellulaire au 

stade « ring ». Cependant, ce mécanisme de « quiescence » ou de l’arrêt du développement 

cellulaire est une caractéristique physiologique qui a été rapportée chez d’autres espèces 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 rôle 

important dans l’adaptation des parasites durant les différentes phases environnementales 

(Witkowski et al., 2010). Mok et ses collègues ont rapporté des phénomènes préalables du 

mécanisme de quiescence, caractérisés par un ralentissement de l’activité métabolique 

(métabolisme énergétique et synthèse nucléotidique) aux stades « ring » et « trophozoïte » 

pour résister à la pression médicamenteuse (Mok et al., 2011). Ce phénomène d’adaptation 

montre de plus que P. falciparum s’adapte en permanence, et il arrive à contourner les cibles 

des anti-paludiques en développant de nouveaux mécanismes de résistance. Face à ce défi 

récurrent de l’émergence rapide de la résistance, une mise en place d’un programme de 

surveillance est une grande nécessité dans les mesures de contrôle de la propagation de la 

résistance. C’est dans cet objectif que le réseau de surveillance de la résistance à 

l’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 l’efficacité 

thérapeutique par des tests de chimiorésistance et des recherches de marqueurs moléculaires 

liés à la diminution de la clearance parasitaire. Toutes ces mesures visent à contrecarrer la 

propagation de la résistance du sud-est d’Asie vers le continent Africain, pour éviter que 

l’histoire de la propagation de la résistance ne se répète. 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 

(RSA0_3h) » 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 nommée 

« Kelch » (K13). Le gène (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, I543T et C580Y sur la protéine K13 ont été 

également rapportées dans ces zones, par leur lien étroit avec la résistance in vitro à 

l’artémisinine. Parmi ces mutations, C580Y a été rapportée être la plus dominante (Ashley et 

al., 2014 ; Dwivedi et al., 2016 ; Kamau et al., 2015). Par ailleurs, la mutation F446I sur le 

gène K13 a été rapportée liée à une diminution de la clairance parasitaire, et elle constitue la 

mutation la plus fréquemment retrouvée à la frontière entre le Myanmar et la Chine (Tun et 

al., 2016 ; Win et al., 2016). Le gène K13 est considéré comme étant un marqueur de 

résistance à l’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 à la 

résistance aux ACTs, comme celles décrites en Asie du sud-est. Cependant, deux de ces 

mutations (A578S et V566I) nécessitent une attention particulière, pour le programme de 

surveillance de la propagation de la résistance en Afrique, du fait que ces deux mutations sont 

très 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 à 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 l’espoir de trouver de nouveaux médicaments pour vaincre la résistance 

et bloquer la transmission de la maladie. 

 

 

Figure 6. Distribution géographique de la résistance 
 de P. falciparum aux anti-paludiques 

Les résistances à la chloroquine et à la sulfadoxine-pyriméthamine, deux antipaludiques 
largement utilisés dans le monde, sont représentées en cercle bleue et jaune, respectivement. 
L’émergence de la résistance à l’artémisinine est limitée dans le territoire du sud-est de l’Asie, 
du Vietnam jusqu’au Myanmar, représentée en cercle discontinue (D’après Krungkrai and 
Krungkrai, 2016b). 
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IV. Découverte de l’apoptose chez les organismes unicellulaires 
La « mort cellulaire programmée (programmed cell death, PCD) » ou « apoptose » était 

supposée être limitée uniquement aux métazoaires. Mais, depuis quelques années, le dogme 

de la restriction de l’apoptose aux organismes pluricellulaires semble être remis en question, 

suite à 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 première 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) à 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 à 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 manière surprenante, seuls les parasites sensibles à la chloroquine 

(chloroquino-sensibles) présentaient cette forme d’apoptose, contrairement aux clones 

résistants (chloroquino-résistants). Ce défaut d’apoptose pour les clones résistants était à 

l’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 été mises en évidence, telles que i) la 

condensation de la chromatine, ii) la fragmentation de l’ADN, iii) une externalisation des 

phosphatidylsérines à la surface de la membrane plasmique et iv) une éventuelle formation 

des corps apoptotiques dans l’étape des ookinètes (forme présente chez le moustique) (Al-

Olayan et al., 2002). Chez les leishmanies, la mort cellulaire a été mise en évidence pour la 

première fois, suite à une privation du sérum dans le milieu de culture parasitaire. Et cette 

absence du sérum a entraîné une situation de stress, caractérisée par une fragmentation de 

l’ADN (Zangger et al., 2002). De manière intéressante, l’apoptose semble jouer un rôle 

important à plusieurs étapes du cycle parasitaire en sélectionnant les clones parasitaires aptes 

à maintenir la transmission et en limitant la prolifération du parasite afin de favoriser la survie 

de l’hôte en établissant un équilibre entre les parasites et l’hôte. 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 contrôler la charge parasitaire (self-limitation) et le maintien d’une condition 

optimale, qui semble être 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 rôle de l’apoptose permettrait d’améliorer la « fitness » de la population clonale 

(Matthews et al., 2012). Ainsi toutes ces découvertes mettent en évidence l’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 modèle génétique, du fait de sa simplicité d’utilisation (Madeo 

et al., 1997). Cependant, des débats restent très controversés, quant à 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 à décrire la mort cellulaire dans 

les cellules du muscle de papillon à soie, ainsi contribuant à la compréhension de la « mort 

cellulaire programmée ». Quelques années plus tard, en 1972, l’Australien John F Kerr et ses 

collègues 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 mammifères (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, i) 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 à des conditions physicochimiques et mécaniques 

extrêmes, qui seraient à l’origine d’une mort cellulaire de façon incontrôlable. Tandis que la 

mort cellulaire régulée (RCD) fait intervenir la machinerie moléculaire pour une réponse 

adaptée, afin de rétablir l’homéostasie cellulaire. Cette dernière forme de mort cellulaire a été 

classée en trois types :  

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

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

iii) 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). 
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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 l’homéostasie de l’organisme, car une dérégulation de l’apoptose conduit à 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 l’apoptose mais elle fait plutôt 

partie de la mort cellulaire régulée (RCD). L’activation de l’apoptose est dépendante d’une 

famille d’enzymes à protéase de cystéine, les caspases. L’apoptose est caractérisée par une 

condensation de la chromatine, une externalisation des phosphatidylsérines (PS) à la 

membrane plasmique, une fragmentation de l’ADN, un rétrécissement cytoplasmique et la 

formation des corps apoptotiques (Hu and Kavanagh, 2003). Ainsi, PS et la fragmentation de 

l’ADN sont utilisées comme marqueurs de l’apoptose et l’activité des caspases peut être 

Figure 7. Différents types de mort cellulaire selon la classification de NCCD 
Accidental Cell Death (ACD), une mort cellulaire causée par une exposition à des 
conditions physicochimiques et mécaniques extrêmes. 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 l’homéostasie de l’organisme. (D’après Galluzzi et al., 2015). 
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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 initié par deux voies : une voie extrinsèque dépendant de l’activation des 

récepteurs de mort et une voie intrinsèque dépendant de nombreux facteurs qui sont à 

l’origine de la perméabilisation de la membrane mitochondriale (Elmore, 2007 ; Galluzzi et 

al., 2015). 

 

4.1.1.1. La voie extrinsèque de l’apoptose 

La voie extrinsèque de l’apoptose est déclenchée par la fixation d’un ligand de mort à leur 

récepteur, suite à l’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 possèdent 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/MORT1 (fas-associated death domain). Ainsi la 

fixation des ligands de mort à leurs récepteurs déclenche des cascades de signalisation 

variées, conduisant à 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 élevé 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 à la mort cellulaire. En revanche, la voie de signalisation cellulaire du type II 

présente un niveau très 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 entraîner le relargage du cytochrome c de la mitochondrie vers le cytosol. Ainsi le 

cytochrome c libéré entraîne la formation du complexe apoptosome et ce dernier va activer la 

caspase-9, qui à son tour va activer les caspases effectrices (caspase-3,-6 et 7) qui mènent à 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 intrinsèque de l’apoptose 

La voie intrinsèque de l’apoptose est déclenchée par de nombreux facteurs, tels que 

l’exposition à des radiations, le stress cytotoxique ou le stress oxydatif, le manque de facteur 

de croissance. Ainsi, ces stimuli entraînent une perméabilité 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 à d’autres protéines pour former le complexe de 

l’apoptosome. Et le complexe apoptosome active la caspase 9, et la caspase 9 à 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 l’apoptose, qui 

peuvent être 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’après (Galluzzi et al., 2012, 2015 ; Riedl and Shi, 2004).  

Figure 8. Voies intrinsèque et extrinsèque de l’apoptose à caspase dépendante 
L’activation des caspases peut être modulée à 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’après Riedl and Shi, 2004). 
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Tableau 4 : Résumé des différents types de mort cellulaire 
Types de mort 

cellulaire Caractéristiques Références 

Apoptose 

Elle est caractérisée par plusieurs morphologies cellulaires : 
- Rétrécissement cytoplasmique, 
- Condensation de la chromatine (pycnose) 
- Exposition de la phosphatidylsérine à la surface de la membrane 
plasmique 
- Fragmentation de l’ADN (caryorrhexie) 
- Formation des corps apoptotiques 

NCCD, 2009 
NCCD, 2015 

Autophagie 

Processus de renouvellement des constituants cellulaires 
- Vacuolisation autophagique massive du cytoplasme 
- Formation des vésicules intracellulaires connues 
sous le nom d’autophagosome 

NCCD 2009 
NCCD 2012 
Durant et al,.2008 

Nécrose 

- Augmentation du volume cellulaire (oncose) 
- Gonflement des organes 
- Rupture de la membrane plasmique 
- Perte des contenus cellulaires 

 
NCCD, 2009 
NCCD, 2012 

Cornification 

Mort cellulaire qui se produit dans l’épiderme 
- elle est  limitée au niveau des kératinocytes 
-  impliquée dans la maturation des cellules anucléées, les 
globules rouges et les cellules de l’épithélium 

NCCD, 2009 

Catastrophe 
mitotique 

Mort cellulaire qui se produit durant la phase de mitose 
-Altération nucléaire suite à une mitose anormale 
- Ce type d’aberration nucléaire pourrait conduire à une 
sénescence cellulaire 

NCCD, 2012 

Pyroptose 

Mort cellulaire induite par une infection bactérienne. 
- Elle est caspase 1-dépendante 
- Les cellules pyroptiques peuvent présenter des caractéristiques 
typiques de l’apoptose ou la nécrose. 
 

Brennan et al, 2000 
NCCD, 2012 
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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-1β-converting 

enzyme (ICE), et sa structure tridimensionnelle a été résolue en 1994. Cependant, le rôle de la 

caspase 1 dans l’apoptose n’a pu être mis en évidence qu’après la découverte du gène 

homologue codant la protéine CDE-3 de Caenorhabditis elegans. Le rôle de CDE-3 dans la 

mort cellulaire a été mis en évidence lors du développement de l’hermaphrodite. Ainsi CDE-

3/ ICE ont été identifiés comme des protéases qui jouent un rôle clé dans l’apoptose 

(Chowdhury et al., 2008 ; Nicholson, 1999 ; Philchenkov, 2004). Chez les mammifères, 14 

caspases ont été identifiées, dont 11 chez l’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 rôle 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 à 

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 l’activation du système 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 
l’apoptose et le groupe III les caspases effectrices de l’apoptose. Les domaines CARD (Death 
Effector Domain) et DED (Death Effector Domain) sont présents dans le prodomaine.  
(Adapté d’après Lavrik et al., 2005) 
 

4.2.1. La structure des caspases 

Les caspases sont produites sous formes inactives (procaspases ou zymogènes) et présentent 

une structure primaire très conservée. En effet, la chaîne polypeptidique possède une taille 

variable de 32 à 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 

manière 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 être un R, Q ou un D), où se trouve les deux 

sites de clivage (résidus acide aspartique) pour l’activité catalytique (Chowdhury et al., 2008) 

Figure 10. La structure tridimensionnelle (3D) des caspases a été résolue sous forme 

homodimère, le premier fut la caspase 1 en 1994 (Chowdhury et al., 2008). La structure des 

caspases est formée par six feuillets au centre (β1-β 6), reliés par cinq fragments parallèles et 

un fragment β antiparallèle. Le feuillet central est entouré de cinq hélices ά (ά1-ά5), contenant 

trois petits feuillets β entre (β3-ά3) et les résidus de la dyade catalytique histidine et cystéine 

sont localisés dans l’extrémité C-terminal des feuillets β3 et β4 (McLuskey and Mottram, 

2015), Figure 11. 
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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’après Lavrik et al., 2005) 
 

 

 

 

 

 

Figure 11. Topologie et structure d’un dimère de 
la caspase 7 

Le dimère comprend six feuillets β (β1-β6) et cinq 
hélices α (α1-α5), ainsi que de 5 boucles (L1-L5) qui 
sont reliées aux feuillets-β, les résidus histidine et 
cystéine de la dyade catalytique sont situés dans les 
boucles L3 et L4. (D’après McLuskey and Mottram, 
2015) 
 

 

 

 

 

 

4.2.2. Activation protéolytique des caspases  

Les caspases sont des monomères 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 monomères et sont activées par dimérisation, alors que les caspases effectrices 

sont présentes dans les cellules sous forme dimères (zymogènes) 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 (P202–P102) 

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 l’enzyme qui doit être clivée pour l’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 même constat a été rapporté pour les peptidases du clan CA, que le 

clivage du prodomaine n’est pas nécessaire pour activer l’enzyme. La structure de la forme 

active des caspases a été mise en évidence par cristallographie aux rayons X en interaction 

avec leurs inhibiteurs (Uren et al., 2000). Par ailleurs, l’analyse de l’interaction des inhibiteurs 

peptidiques sur le site actif de la caspase 7 a révélé des interactions hydrogène et 

hydrophobiques. Ainsi cinq résidus de l’enzyme (Arg87, Gly145, Ser 231, Arg 233) se lient avec 

l’inhibiteur (acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyde) à la position P1 de l’acide aspartique par des 

liaisons hydrogène. Ce complexe est localisé dans les boucles L1, L3 L4 et L5 où se trouve la 

dyade catalytique histidine/cystéine (L3 et L4). Il a été démontré que les trois résidus (Arg87, 

Gly145et Arg 233) interagissent avec la chaîne carboxylique au niveau de la position P1 de 

l’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). 

 

 

 

 

 

Figure 12. 
Représentation 
schématique des 
caractéristiques 
structurales des 

caspases de 
mammifère et 
processus de la 
maturation des 

caspases. 
 
 
 
 
 
 
 

Le clivage protéolytique d’une procaspase entraîne la libération du prodomaine, et la 
formation d’un hétérotétramère constitué de deux sous-unités P20 et de deux sous-unités P10. 
(D’après Chowdhury et al., 2008)  
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Figure 13. Structure de la poche S1 
de l’enzyme (caspase 7). 

La dyade catalytique (histidine et 
cystéine) est représentée en rouge, les 
résidus (Arg87, Gly145, Ser 231, Arg 233) 
de l’enzyme qui forment des liaisons 
hydrogène avec l’inhibiteur (acetyl-
Asp-Glu-Val-Asp-aldehyde) sont 
indiqués en bleu. 
(D’après McLuskey and Mottram, 
2015) 
 

 

 

 

 

 

4.3. Les orthologues des caspases  

Alors que les débats étaient en plein essor sur l’existence d’une machinerie basique 

fonctionnelle capable de réguler la mort cellulaire chez les organismes unicellulaires, vient 

s’ajouter une découverte intéressante, celle de l’existence d’une famille de caspases-like chez 

les eucaryotes inférieurs. En effet, L. Aravind est le premier à découvrir les orthologues des 

caspases en 1999 (Aravind et al., 1999). Ainsi, cette découverte a ouvert la voie à Uren et ses 

collègues en 2000 pour classer les caspases chez les métazoaires, les paracaspases chez les 

animaux et les myxomycètes, et les métacaspases chez les plantes, les champignons et les 

protozoaires. Et cela, grâce à 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, l’absence des métacaspases chez les 

métazoaires et la présence uniquement des caspases chez ces derniers semblent être en faveur 

de la théorie de l’évolution des espèces, où les métacaspases seraient l’ancêtre commun, et les 

caspases auraient divergé via l’évolution (Uren et al., 2000 ; Vercammen et al., 2007). Dans le 

système de classification des peptidases dans la banque de donnée MEROPS 

(http://merops.sanger.ac.uk/), les protéases à 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 première désigne le type de résidu catalytique en utilisant le 
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code à une lettre des acides aminés (Marco and Coterón, 2012 ; Rawlings and Barrett, 1993). 

Des analyses in silico ont révélé que la structure et l’organisation des métacaspases étaient 

très proches des caspases, permettant ainsi de les associer à 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 spécificité de leurs substrats. En effet, les 

métacaspases présentent une poche S1 riche en résidus acides entraînant 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 évidence 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 être regroupées dans la même famille (McLuskey and Mottram, 

2015).  

  



52 
  

V. Génome de Plasmodium falciparum 
Malgré les efforts menés pour contrôler 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 l’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 entièrement 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 

extrêmement élevée (80,6%), comparée à 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 l’expression hétérologue des gènes de P. falciparum, notamment 

chez E. coli, du fait de l’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 séquençage 

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 à celui du P. falciparum, de même que le contenu en GC 

qui était de 42,3% (P. vivax), par rapport au contenu GC de 19,4% chez P. falciparum. 

D’ailleurs, il a été rapporté que la taille du génome des cinq espèces de Plasmodium humaines 

est pratiquement uniforme allant de 23 à 27 Mb reparties dans les 14 chromosomes, avec 

environ 5500 gènes dont 51% présentent un seul intron (Antinori et al., 2012 ; Krungkrai and 

Krungkrai, 2016b). Outre le génome nucléaire, P. falciparum possède 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 espèces de Plasmodium dans la réaction de 

polymérisation en chaîne (PCR) (de Monbrison et al., 2006). Des études comparatives entre 

Plasmodium humains et murins ont montré l’existence d’une synténie des gènes entre ces 

différentes espèces, c'est-à-dire que la disposition des gènes 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 gène de la métacaspase 1 (PF3D7_1354800), 

révèle cette disposition synthétique du gène de la métacaspase 1 entre Plasmodium humain et 
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murin Figure 14. Une telle similitude remarquablement conservée montre l’importance de 

l’utilisation des modèles murins, particulièrement, P. yoelii et P. berghei pour l’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 l’efficacité 

in vivo des candidats molécules antipaludiques (Bienvenu et al., 2008 ; Marijon et al., 2014) et 

ii) des études des vaccins candidats pour une réponse immunitaire (Carlton et al., 2002) ainsi 

que iii) l’étude des gènes impliqués dans la virulence, tels que les gènes var codant une 

protéine PfEMP1 (Plasmodium falciparum érythrocyte membrane protein-1), rifin, stevor, et 

des gènes 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 gène var par génome haploïde, qui sont réparties dans les 14 chromosomes 

(Horrocks et al., 1998). De plus, ces gènes se sont avérés être impliqués dans l’invasion aussi 

bien pendant la phase érythrocytaire que durant le stade de l’infection (sporozoïte) du parasite 

(Florens et al., 2002a). 
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Figure 14. Organisation synthétique des gènes de métacaspase de Plasmodium 
Le gène 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 séquençage du génome entier de P. falciparum a permis d’identifier l’expression des gènes 

dans les différents stades parasitaires par la technique de microarray (Carucci et al., 2002 ; 

Florens et al., 2002b). Par ailleurs, 52% des produits de gènes ont été détectés dans les lysats 

cellulaires de plusieurs stades du cycle cellulaire du parasite par la chromatographie à 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 l’étude du transcriptome de différents stades du cycle de vie 

du clone 3D7 de P. falciparum par la méthode du séquençage basé sur Illumina a permis de 

quantifier le pourcentage d’expression des gènes, Figure 15. Ce niveau d’expression peut être 



55 
  

quantifié soit en pourcentage, soit en kilobases du modèle exon lu en million de lectures 

(RPKM), (PlasmoBD : http:// plasmodb.org).  

 

Figure 15. Niveau d’expression des gènes 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 après multiplication des parasites correspondant aux stades ring, jeune 
trophozoïte, trophozoïte âgé et schizonte. Les gamétocytes étaient produits au bout de 8 jours 
à partir des formes asexuées (gamétocytes stade II) et 10 jours (gamétocyte du stade V). Et les 
ookinètes étaient obtenus à partir de l’intestin du moustique après 24h de prise du repas 
sanguin. La méthode « Illumina-based sequencing » est utilisée pour quantifier le niveau 
d’expression des gènes. (PlasmoDB : http://: plasmodb.org) 
 

5.2. Protéome de P. falciparum 

Plasmodium falciparum possède 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 l’analyse de quatre stades du cycle (sporozoïte, mérozoïte, trophozoïte 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 sporozoïte environ 49 % des protéines 

ont été identifiés spécifiques à ce stade. De même, aux stades mérozoïtes, trophozoïtes et 

gamétocytes sont présentes environ 20 à 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 gène 

var situé dans les régions subtélomériques, PfEMP1 (Plasmodium falciparum érythrocyte 

membrane protein-1), rifin, stevor et des gènes 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 à cystéine constitue 

également des cibles thérapeutiques très 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 privilège d’être des cibles thérapeutiques pour de 

nouveaux antipaludiques actifs et efficaces. La Figure 17 montre l’architecture des domaines 

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

 

 

  

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’après Florens et al., 2002). 
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Tableau 5 : Protéome des différents stades du cycle de vie de P. falciparum 

(D’après Florens et al., 2002) 

  

Protéome du mérozoïte Protéome du trophozoïte Protéome du gamétocyte 
 

MCP1 (mérozoïte cap protein 1) 
 

 
KAHRP (Knob-associated histidine-rich 

protein) 

 
Facteurs de transcription (RNA-

binding proteins) 
MSPs mérozoïte surface 

proteins) 
EMP2 et 3 (erythrocyte membrane 

proteins) RNPs (ribonucleproteins) 

GPI (glycosylphosphatidyl) EXP1 et EXP2 (exported proteins)  
ABRA (acidic basic repeat 

antigen) 
Plasmepsin family (aspartic 

proteinases) 
 

SERA (serine repeat antigen) Falcipain family (cysteine proteinases)  
AMA1 (apical membrane 

antigen 1) Falcilysin (metallopeptidase)  

EBA (erythrocyte binding 
antigens) 

  

RESA (erythrocyte surface 
antigen) 

  

CLAG (cyto-adherence linked 
asexual gene family 
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Figure 17. Représentation architecturale des domaines protéiques de Plasmodium 
DBL (Duffy-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 (DnaJ family of chaperones), Pept_C1(papain cysteine 
protease), Asp_Pr (aspartyl protease) (Adapté, selon Hoffman et al., 2002).  
 
5.2.1. Protéases à cystéine de P. falciparum 

Le génome de P falciparum contient plusieurs protéases, qui sont impliquées dans de 

nombreuses fonctions biologiques, notamment dans l’invasion de la cellule hôte, dans 

l’évasion du système immunitaire, dans la pathogénicité et la virulence (Mottram et al., 2003b 

; Marco and Coterón, 2012 ; Francis et al., 1996). Les protéases à 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  i) 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 iii) 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 rôles ont été bien 

définis dans trois fonctions, i) l’invasion de l’érythrocyte par les mérozoïtes, ii) la digestion de 

l’hémoglobine et iii) la rupture de la membrane de l’érythrocyte pour la libération des 

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

protéases à cystéine sont résumés dans la Figure 18. 

 

5.2.1.1. Les inhibiteurs des protéases à 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 contrôler la synthèse des protéines et 

pour hydrolyser des chaînes 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 système nerveux central (Marco and Coterón, 2012 ; Zhang, 2004). Les peptides 

étaient traditionnellement utilisés comme sonde, du fait de leur lien spécifique avec les 

protéases à cystéine. Cette approche a permis de concevoir l’idée de développer de nouveaux 

peptides inhibiteurs de ces enzymes à des fins thérapeutiques. Ainsi ces nouveaux inhibiteurs 

peptidiques doivent répondre à des propriétés « drug-like » suivantes :  

Caractère minimal du peptide  

Une haute perméabilité de la membrane 

Figure 18. Différents clans et familles des protéases à cystéine 
Les clans sont indiqués par les flèches et les résidus acides aminés entre parenthèses. En
plus des résidus cystéines et histidines, certains clans possèdent d’autres résidus acides 
aminés qui jouent un rôle important dans l’activité protéolytique (Adapté selon Mottram et
al., 2003). 



60 
  

- 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, l’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 synthèse ciblant les protéases à cystéine était le IDN-6556, connu sous le nom 

d’Orphan Drug, Médicament orphelin, donné par l’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 à bloquer l’apoptose (Leung-Toung 

et al., 2006). Depuis la découverte des protéases à 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 à cystéine est largement exploitée (Spinks 

et al., 2011 ; Berg et al., 2010). Chez P. falciparum, les premiers inhibiteurs de falcipaines 

étudiés sont les peptides fluoromethyl ketones et les vinyl sulfones. Ces études sur les 

peptides fluoromethyl ketones (benzyloxycarbonyl (Z)-Phe-Arg-CH2F) ont montré que ces 

inhibiteurs bloquent la dégradation de l’hémoglobine et la croissance parasitaire. Cependant, 

ces inhibiteurs présentaient certains inconvénients comme une demi-vie très courte dans le 

sang, et qui nécessitaient des fortes doses pour leur activité antipaludique (Francis et al., 1996 

; Marco and Coterón, 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 à l’identification des gènes orthologues entre différentes espèces, grâce à 

l’utilisation des outils qui permettent de détecter des similarités de séquences et leur 

évaluation statistique. Parmi ces méthodes de recherche de similarité 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 à la découverte de deux nouvelles familles dont les peptidases à 

caspase-like, les métacaspases retrouvées chez les plantes, les champignons et les 

protozoaires, et les paracaspases présentes chez les animaux et les myxomycètes, 

précédemment décrites. Ces deux familles appartiennent à une classe de protéase à thiol (Uren 

et al., 2000). Les métacaspases appartiennent à la famille C14B et au clan CD (McLuskey and 

Mottram, 2015). Depuis l’identification des métacaspases chez les organismes unicellulaires, 

d’intenses recherches ont été menées pour élucider leurs rôles dans la mort cellulaire 

programmée. Ainsi, chez la levure (S. cerevisiae), de nombreux stimuli ont été rapportés être 

des déclencheurs de la mort cellulaire, parmi lesquels on dénombre le stress oxydant, le stress 

hyperosmotique, le traitement à l’acide acétique et la privation en inositol. Une métacaspase 1 

(Yca1) a été démontrée pour jouer un rôle fondamental lors de l’apoptose, en tant que 

processus adaptatif pour la survie des colonies, faisant de cet organisme un paradigme pour la 

compréhension de ce phénomène (Khan et al., 2005 ; Madeo et al., 1997, 2002a, 2002b, 

2002a). Plus tard, l’implication des métacaspases dans l’apoptose a été rapportée chez de 

nombreux protozoaires parasites tels que T. brucei ssp., Plasmodium spp., Leishmania spp. et 

Toxoplasma gondii, et chez les plantes, notamment Arabidopsis thaliana. Ces recherches ont 

été d’un grand succès dans l’avancée des connaissances sur les eucaryotes inférieurs. 

Cependant, ces études ont largement porté sur les facteurs induisant l’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 l’apoptose restent très 

peu connues (Durand and Coetzer, 2008). De plus, le rôle des métacaspases a été rapporté 

pour être 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 très proche des 

caspases. Les métacaspases possèdent un prodomaine en N-terminal, une grande sous-unité 

P20, où se trouve la dyade catalytique histidine et cystéine, et une petite sous-unité P10 en C-

terminal à l’instar des caspases (Uren et al., 2000). Ainsi, les métacaspases ont été classées en 

trois catégories en fonction de la présence ou de l’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 II se caractérisent par l’absence du prodomaine, mais présentent tout de 

même une petite séquence appelée « séquence linker » qui relie la grande sous-unité et la 

petite sous-unité, et sont présentes chez les plantes, particulièrement 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 troisième 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 l’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 l’histoire 

commune de ces protéases. Elles ont émis l’hypothèse que les métacaspases, les paracaspases 

et les caspases ont co-évolué à partir d’un gène ancestral, dont l’origine serait le Transfert 

Horizontal de Gènes (HGT) entre un endosymbiote mitochondrial, les protobactéries-ά et les 

premiers eucaryotes. De plus, les caspases, les paracaspases et les métacaspases de type I 

proviendraient d’un ancêtre commun dont l’origine serait un transfert horizontal de gènes 

entre les endosymbiotes et un hôte eucaryote. Les métacaspases de type II proviendraient d’un 

second transfert horizontal de gènes d’un plaste à 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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5.2.2.2. Identification de Métacaspases chez certains organismes unicellulaires 

 

5.2.2.2.1. Métacaspase 1 de S. cerevisiae (Yca1) 

La levure S. cerevisiae a été largement utilisée par beaucoup d’équipes de recherche comme 

modèle idéal pour étudier le mécanisme de mort cellulaire chez les organismes unicellulaires. 

L’activité protéolytique de Yca1 a été mise en évidence suite à 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 Yca1 a pu être résolue par cristallographie (Yca1, 

GenBank : 854372). Il a été démontré que la surexpression de Yca1 chez la bactérie présentait 

des phénomènes d’auto-clivage calcium-dépendant et que Yca1 clive ses substrats au niveau 

des résidus arginine/cystéine, contrairement aux caspases (Wong et al., 2012). Ainsi, Yca1 a 

été supposé jouer le rôle de régulateur de l’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 

(PfMCA1) 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 pathogène filamenteux, Aspergillus fumigatus, deux métacaspases (CasA et 

Cas B) ont été identifiées. L’activité de ces deux métacaspases a été démontrée comme 

nécessaire à la virulence du champignon. De plus, ces deux métacaspases ont été démontrées 

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 l’ubiquitination (représentée en rose) (Adaptés selon
Vercammen et al,. 2007). 
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jouer également un rôle plutôt 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’A. thaliana, 9 métacaspases (Atmc1- Atmc9) ont été identifiées. Parmi ces 

métacaspases, trois (Atmc1-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 l’activité 

enzymatique, ces deux types de métacaspase ont été surexprimées chez la bactérie. Un 

phénomène 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 être actives. Ces enzymes ont été 

démontrées cliver leurs substrats au niveau des résidus arginine/lysine à la position P1 

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

 

5.2.2.2.3. Métacaspase chez T. brucei 

Dans le génome de T. brucei, l’agent responsable de la trypanosomose africaine, cinq 

métacaspases ont été identifiées (MCA1-MCA5). Parmi ces métacaspases trois possèdent les 

résidus histidine–cystéine conservés dans la dyade catalytique (MCA2, MCA3 et MCA5), 

(Moss et al., 2007). Une mutation de la métacaspase 2 de T. brucei (MCA2) a été montrée 

sans effet, mettant en évidence une éventuelle redondance entre les trois métacaspases 

(MCA2, MCA3 et MCA5). La surexpression de la métacaspase 4 de T. brucei chez la levure a 

montré un phénotype de déficit respiratoire diminué de moitié, lié à un dysfonctionnement du 

système mitochondrial, et une inhibition de la croissance cellulaire. Ainsi ces observations ont 

permis de supposer que MCA4 pourrait jouer le rôle du contrôle de la prolifération cellulaire. 

Cependant aucune activité protéolytique n’a été observée après 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 être 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 à 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 l’agent de la toxoplasmose, qui est à l’origine d’une infection 

asymptomatique chez les personnes immunocompétentes, mais qui peut devenir pathogène 

chez les personnes immunodéprimées. Dans le génome de ce parasite, trois gènes codant des 

protéines à caspases-like ont été mis en évidence (TGGT1_206490, TGGT1_278975 et 

TGGT1_243298). Seule la métacaspase (TGGT1_206490) présente la dyade catalytique 

histidine et cystéine conservée à l’instar du gène de la métacaspase 1 de P. falciparum 

(PfMCA1). Des études d’expression hétérologue de TGGT1_206490 de T. gondii chez la 

bactérie ont démontré que cette protéine s’autoclive suite à son expression, comme cela a été 

précédemment décrit dans une étude d’expression du domaine catalytique de PfMCA1 chez 

les levures (Meslin et al., 2011a). De plus, une mutation complète du gène (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 à une pression médicamenteuse, restaure la prolifération cellulaire et inhibe l’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) révèlent chacun la présence des trois gènes codant les 

métacaspases : dans le génome de P. falciparum (PfMCA1 (PF_0289), PfMCA2 

(PF14_0363) et PfMCA3 (PF14_0160) et dans le génome de P. vivax (PvMC1 (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 PfMCA1, PvMC1 et PbMC1 possèdent les résidus histidine 

et cystéine dans la dyade catalytique Figure 20 (Le Chat et al., 2007). Parmi ces trois 

enzymes, seule la PfMCA1 apparatenant au type I des métacaspases est la plus étudiée et son 

rôle dans l’apoptose a été démontré (Meslin et al., 2007, 2011a). Une étude sur l’activité 
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protéolytique de PfMCA1 chez la levure a mis en évidence une activité apoptotique du 

domaine catalytique de PfMCA1 par une mort cellulaire des levures. De plus, un phénomène 

d’auto-clivage de la protéine après son expression a été rapporté et cette activité était calcium-

dépendante (Meslin et al., 2011a). 

 

Cependant, le rôle des métacaspases dans la mort cellulaire programmée chez ces organismes 

unicellulaires fait l’objet des débats controversés. Ces métacaspases ont été démontrées non 

seulement jouer un rôle dans la mort cellulaire programmée (PCD), mais également dans le 

processus de contrôle de la prolifération cellulaire, la biogénèse mitochondriale démontrée par 

l’expression hétérologue de la métacaspase 4 de T. brucei chez S. cerevisiae et d’autre part la 

prolifération cellulaire chez L. major (Wanderley and Barcinski, 2010). Mais de manière 

intéressante, ces métacaspases sont absentes chez les métazoaires. De ce fait, elles peuvent 

être des bonnes cibles thérapeutiques pour de nombreuses pathologies parasitaires telles que 

les trypanosomoses, les leishmanioses et le paludisme. 

  

Figure 20. Représentation 
schématique des protéines de 
PxMC1, PxMC2, et PxMC3 des 
Plasmodium (P. falciparum, P. 
vivax, P. berghei)
 
A) Les trois métacaspases de P. 
falciparum : le rectangle indique le 
domaine C14_peptidase conservé 
et le losange le domaine C2 
(calcium). 
B) Alignement multiple (Clustal 
W) du domaine C14_peptidase 
conservé entre PxMC1, PxMC2, et 
PxMC3 des Plasmodium et la 
métacaspase 1 de levure S. 
cerevisiae (Yca1). Les astérix 
indiquent la position des résidus 
histidine et cystéine de la dyade 
catalytique. 
(D’après Le Chat et al., 2007).
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5.2.2.2.6.1. Métacaspase 1 de Plasmodium falciparum (PfMCA1) cible thérapeutique contre 

le paludisme 

Le gène de la métacaspase 1 de P. falciparum (PfMCA1) est long de 1 842 paires de bases et 

code une protéine de 613 acides aminés avec une masse prédite à 71,6 kDa (Plasmodb.org, 

Meslin et al., 2007). Pour les Plasmodium, aucune structure des métacaspases n’a encore été 

déterminée. Toutefois, les précédents travaux ont été basés sur des modèles moléculaires in 

silico pour prédire les différentes structures de PfMCA1. Cependant des études d’expression 

hétérologues de PfMCA1 chez les bactéries, les levures et les cellules COS7 (cellules de 

singes) ont démontré le rôle de PfMCA1 dans l’apoptose et une activité protéolytique à 

l’instar des caspases (Meslin et al., 2007, 2011a). Ainsi, ces récents travaux ont mis en 

évidence le rôle essentiel de l’apoptose dans le développement des parasites unicellulaires, 

même 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 PfMCA1 induit la mort cellulaire, permettrait de 

traiter la maladie en agissant sur ces mécanismes de mort intrinsèque du parasite. Par ailleurs, 

le mécanisme d’auto-clivage des métacaspases suite à leur expression a largement été 

rapporté chez plusieurs protozoaires (T. brucei, L. major et P. falciparum) (Meslin et al., 2007 

; Moss et al., 2007 ; Zalila et al., 2011). Ce phénomène d’auto-clivage complexe reste encore 

très peu élucidé et rend difficile les études de détermination de structure de PfMCA1, afin de 

réaliser le docking moléculaire à la recherche des nouvelles molécules candidates 

thérapeutiques.  
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VI. Docking Moléculaire et Criblage à 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 à haut-débit en exploitant la molécule de la cible 

biologique comme un modèle  (template) pour désigner son propre inhibiteur grâce à un auto-

assemblage de son site actif. Souvent l’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 très utilisée par l’industrie pharmaceutique pour 

développer de nouveaux médicaments. Ainsi, cette technologie est issue de la combinaison de 

plusieurs disciplines, notamment les progrès de la biologie moléculaire et de l’informatique. 

Ce criblage est dit à haut débit du fait de l’analyse des dizaines, voire des milliers de 

molécules de manière 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 être étudiées par des tests in vitro (sur culture parasitaire) et in 

vivo (modèles animaux).  

 

6.1. MMV (Medicines for Malaria Venture) 

Le développement des médicaments contre le paludisme coûte cher et le rendement est faible. 

C’est une des raisons majeures qui expliquent le manque d'intérêt de l’industrie 

pharmaceutique à investir dans ce domaine. Pour pallier les difficultés financières qui 

entravent le développement des antipaludiques, un partenariat public-privé à 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 à des coûts abordables. Ainsi pour valider les 

molécules candidates en vue de potentiels traitements du paludisme, MMV propose un 

ensemble de critères 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 l’étude de leur mécanisme d’action 

J’ai débuté mes travaux au laboratoire à la recherche de nouvelles molécules actives. Un 

modèle de PfMCA1 a été déjà construit virtuellement in silico grâce au docking moléculaire 

et au criblage virtuel à grande échelle (VHTS) par un stagiaire de master 2 de l’INSA de Lyon 

(Tsinda Claire RUKWAVU). A partir de ce modèle, dix molécules cibles de PfMCA1 ont été 

sélectionnées dans la base de données Zinc.docking.org. L’objectif était de tester l’activité 

antipaludique de ces molécules in vitro sur des cultures de différents clones de P. 

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

 

1.1. Modélisation virtuelle de la structure 3D de la PfMCA1 de Plasmodium falciparum 

Le modèle de PfMCA1 a été construit in silico basé sur la structure de la métacaspase 2 de T. 

brucei résolue par cristallographie, grâce au docking moléculaire et au criblage virtuel à 

grande échelle (VHTS) utilisant le serveur Autodock4. Ce modèle présente 28,86% d’identité 

au niveau du site catalytique, comparé à la métacaspase 2 du T. brucei. Ainsi dix molécules 

cibles de PfMCA1 ont été sélectionnées selon leur énergie de liaison avec ce modèle PfMCA1 

construit. Parmi ces dix molécules, 5 ont été retrouvées dans la base de données 

Zinc.docking.org grâce à 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 (M5), ID :69667914 (3-[2-

[(2S)-2-[(2R)-1-methylpyrrolidin-2-yl]pyrrolidin-1-yl]-2-oxo-ethyl]-1,2,3-benzotriazin-4-

one), Molécule 8 (M8), ID :69570357 (3-[5-[(1R,2S)-2-methylcyclopropyl]-2-furyl]-1-[(2R)-

2-[(2S)-1-methylpyrrolidin-2-yl]pyrrolidin-1-yl]) 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 cinq molécules testées 

 

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

Formule chimique: C16H20N6S 

Poids moléculaire: 328,4 g/mol 

 

 
M3. Formule chimique: C19H25NO2 

Poids moléculaire: 299,4 g/mol 

 

 
M5.  3-[2-[(2S)-2-[(2R)-1-methylpyrrolidin-2-yl]pyrrolidin-1-yl]-2-oxo-ethyl]-1,2,3-benzotriazin-4-one 

Formule chimique: C18H23N5O2 

Poids moléculaire : 341,4 g/mol 
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M8.  3-[5-[(1R,2S)-2-methylcyclopropyl]-2-furyl]-1-[(2R)-2-[(2S)-1-methylpyrrolidin-2-yl]pyrrolidin-1-yl] 

Formule chimique: C20H30N2O2 

Poids moléculaire: 330,5 g/mol 
 

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

Formule chimique: C20H28N2O3 

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 à 37°C, en 

atmosphère humide, à 5% de CO2. Les parasites sont cultivés sur des globules rouges humains 

O+ (EFS Lyon), à 5 % d’hématocrite dans un milieu complet RPMI (RPMI : milieu RPMI 

1640 complété avec 25 mM Hepes, 50 μg/mL gentamicine, 0,1 mM hypoxanthine, 20 mM 

NaHCO3 et 0,5 % d’AlbuMax II) dans des flacons de culture de 25 cm2 (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 dilué 1/10 dans du PBS, après 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 à évaluer l’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 

été évaluée par la détermination de la concentration inhibitrice à 50% (CI50) de la croissance 

parasitaire. D’abord l’hématocrite est ramené à 1,5% et la parasitémie à 0,5% et le volume 

final par puits est de 200 μL. Après l’ajout des drogues dans les puits, les plaques ont été 

incubées pendant 72 h à l’étuve. Ensuite, les plaques ont été congelées avant lecture. Après 

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 

fluorimètre (SYBR Green). Les résultats ont été analysés avec le logiciel HN- Non Lin V1.1. 

Ces expériences ont été répètées trois fois et à chaque expérience une gamme de 

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

 

Résultats 

Tableau 6 : Résultats des tests in vitro des molécules  
Clones/Molécules CQ M2 M3 M5 M8 M10 
3D7 26 nM 8 μM 18 μM >10 μM 14 μM >10 μM 
W2 320 nM 9 μM 14 μM >10 μM 5 μM 8 μM 
 

Compte tenu des valeurs de CI50 élevées, ces résultats n’ont pas pu aboutir à une publication. 
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2. Déterminer la structure tridimensionnelle (3D) de la métacaspase 1 de Plasmodium 

falciparum (PfMCA1) 

Pour étudier la structure tridimensionnelle de PfMCA1 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 l’ADN génomique (ADNg) de P. falciparum 

A partir d’une culture continue du clone 3D7 à une parasitémie de 7,5 %, la culture était 

centrifugée à 350 g pendant 5 min, puis le culot parasitaire était récupéré pour extraire 

l’ADNg avec le QIAamp DNA mini Kit (Qiagen, France). La concentration de l’ADNg 

extrait était estimée par lecture au spectrophotomètre par la formule suivante : 

DO260*50(ADN)*facteur de dilution.  

 

2.2.2. Amplification du gène PfMCA1 par la PCR (Réaction de polymérisation en chaîne) 

La PCR a été effectuée dans un volume final de 50 μL. La réaction de mix comprend les 

dNTPs (Roti MIX PCR 4 à 10mM, ROTH, France), les deux amorces spécifiques, amorces 

sens, 5’-GAATTCGAAAAAATATACGTC-3’ et l’amorce anti-sens, 5’- CTCGAGAAA 

AAAAAATAA ATTTTTAAG-3’à 10uM (TIB Mol Biol, France),  (les sites de restriction 

Eco RI et Xho I sont soulignés), le tampon supplémenté de MgCl2 à 1x et la Taq DNA 

polymérase à 2,5 unités (Kit Expand High Fidelity PCR System, Roche, France). Cinq μL 

d’ADNg étaient ajoutés au mélange, puis la PCR était effectuée dans un thermocycler avec le 

programme suivant : 94°C, afin de dénaturer l’ADN, puis 40 cycles de dénaturation (94°C), 

hybridation des amorces sur l’ADN à 47°C et élongation à 68°C. L’amplification du gène 

était vérifiée par un dépôt d’un aliquot sur un gel d’agarose à 1,5% puis électrophorèse. Le 

fragment amplifié était observé sous un transilluminateur à UV, puis purifié à partir du gel par 

le kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, France). 
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2.2.3. Clonage du gène PfMCA1 dans le vecteur pET-Duet-1 

2.2.3.1. Double digestion de PfMCA1 et du vecteur pET-Duet-1 

Le vecteur, PET-Duet et l’insert, PfMCA1 étaient simultanément digérés par deux enzymes 

de restriction Eco RI (20U/mL, BioLabs, France) et Xho I (40U/μL, Roche, France), dans du 

tampon H (5 * 1 mL, Roche, France), pendant 2 h à 37°C. Puis, les enzymes étaient inactivées 

pendant 20 min à 65°C. Les produits de digestion étaient vérifiés sur gel d’agarose (1,5%) par 

dépôt d’un aliquot puis électrophorèse. Le vecteur digéré était ensuite déphosphorylé par le 

Kit TSAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Promega, France), pendant 15 min à 74°C 

et le vecteur digéré était purifié par le Kit QIAquick PCR purification Kit (Qiagen, France). 

Le gène de PfMCA1 digéré était purifié par le Kit QIAquick Nucleotide Removal Kit 

(Qiagen, France). 

 

2.2.3.2. Ligation de l’insert (PfMCA1) dans le vecteur (pET-Duet-1) 

Le gène PfMCA1 et le vecteur purifiés étaient ligués par l’enzyme T4 DNA ligase (100U, soit 

1u/μL, Roche, France), dans du tampon de ligation 10x (1mL, Roche, France) dans un 

volume final de 10 μL, pendant une nuit à 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 KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glucose), sous agitation, pendant 1 h à 

37°C. Ensuite, les bactéries étaient étalées sur des boîtes 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 

l’ampicilline (100 μg/μL, ROTH, France). Les boîtes étaient mises dans l’étuve à 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 à 37°C sous agitation.  

 

2.2.5. Purification des vecteurs par mini-prep ou maxi-prep 

Les vecteurs étaient purifiés à 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 I et les produits digérés étaient vérifiés 

sur gel d’agarose (1,5%) puis électrophorèse, 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_PfMCA1 par choc thermique. Après transformation, les bactéries étaient ensemencées 

sur des boîtes de Pétri contenant du milieu LB agar, de l’ampicilline (100 μg/mL) et du 

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

 

2.2.7. Production de la protéine PfMCA1 chez les bactéries Rosetta2 

Après la culture d’une nuit, les bactéries étaient repiquées dans du milieu liquide LB broth 

contenant 100 μg/mL ampicilline and 34 μg/mL chloramphénicol. La croissance bactérienne 

était suivie jusqu’à atteindre une densité optique (D.O600) entre 0.5-0.6, puis la production de 

la protéine était induite par l’ajout de l’IPTG (isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside), 

jusqu’à une concentration finale de 1 mM. La vérification de l’expression de la protéine était 

réalisée par l’analyse du SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis). Cependant l’analyse du SDS-PAGE n’a pas révélé l’expression de la 

protéine de PfMCA1.  

 

2.2.8. Optimisation du gène PfMCA1  

La séquence du gène PfMCA1 a été optimisée par la société GenScrip dans le but d’améliorer 

son expression. Le gène ainsi optimisé était cloné avec succès dans le vecteur pET-Duet-1 et 

une transformation des bactéries Rosetta2 BL21 (DE3) a été réalisé comme précédemment 

décrit.  

 

2.2.9. Surexpression de la protéine PfMCA1 optimisé 

Une culture a été préparée d’un stock glycérol dans 10 mL de milieu de culture LB plus 

ampicilline 100 μg/mL et 34 μg/mL chloramphénicol à 37°C sous une agitation. Une fois que 

la valeur d’absorbance à 600 nm (Abs600nm) a atteint 0,6, la surexpression de la protéine a été 

induite par ajout de 1 mM d’IPTG sur la nuit à 37°C. A la fin de l'induction, les cellules ont 

été collectées par centrifugation à 6000 x g pendant 10 minutes à 4°C et les culots ont été 

congelés à -80°C. 
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2.2.9.1. Détermination de la solubilité de la protéine de PfMCA1 

Les culots cellulaires décongelés ont été repris dans 1 mL de tampon de lyse (50 mM Tris-

HCl 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 à 

14000 x g pendant 30 minutes à 4°C. Les culots restants ont été repris dans un même volume 

de tampon de lyse. 

 

2.2.9.2. Analyse par SDS-PAGE 

10 μL de chaque fraction ont été mélangés à 10 μL de tampon de Laemmli concentré 2 fois 

(5% (v/v) β-mercaptoéthanol, 0,001% (v/v) bleu de bromophénol, 25% (v/v) glycérol, 2% 

(m/v) SDS et 62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, BioRad). Le mélange a été dénaturé en chauffant 5 

minutes à 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-HCl pH 8,3, 1,92 M glycine et 1% (m/v) 

SDS, Euromedex) à 90 V pendant 10 minutes puis à 130 V jusqu’à ce que le front de 

migration soit à la limite d’exclusion du gel. Pour la révélation, le gel a été mis en contact 

avec la solution commerciale (PageBlue™ Protein Staining Solution #R0571, Fermentas) 

pendant 1 h avant d’être lavé avec 100 mL d’eau déionisée pour éliminer l’excès de colorant. 

 

2.2.9.3. Analyse par Western-blot 

Après séparation des protéines par SDS-PAGE, un électro-transfert sur une membrane de 

nitrocellulose de 0,45 μm (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) 

éthanol) sous un ampérage constant de 400 mA pendant 45 minutes. Après transfert, la 

membrane est saturée dans une solution de PBS/Tween®20/Lait (PBS 1X (solution 10X : 

NaCl 80 g, KCl pH 7,2-7,4 80 g, Na2HPO4 11,5 g, KH2PO4 2 g, Euromedex), 0,1% (v/v) 

Tween®20, 5% (m/v) Lait) pendant 1 h à température ambiante afin de bloquer les sites de 

liaison non-spécifiques. La membrane est ensuite incubée 1 h à température ambiante dans 

une solution PBS/Tween®20/Lait contenant l’anticorps primaire, dirigé contre l’étiquette 

poly-histidines. L’anticorps en question est un anticorps monoclonal de souris (clone HIS-1, 

Sigma) dilué au 1/6000. Après 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 à température 

ambiante avec une solution de PBS/ Tween®20 contenant l’anticorps secondaire, anti-souris 
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couplé à 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 à température ambiante. La révélation est réalisée avec le 

substrat SIGMAFAST™ pendant quelques minutes à température ambiante faisant apparaitre 

un précipité violet. 

 

Résultats 

Les résultats d’expression des trois types de gènes de PfMCA1 sur l’analyse de SDS-PAE et du 

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

 

 MCA1_FL (gène PfMCA1 non-optimisé) : Nous n’avons pas observé l’expression de 

PfMCA1 sur l’analyse de SDS-PAGE.  

 MCA1_FLopti (gène PfMCA1 optimisé) : Pour l’xpression du gène PfMCA1 

optimisé, nous avons observé sur l’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 à la protéine de PfMCA1 clivée, dont seule la bande 20 kDa est 

faiblement détecté sur WB. Tandis que la bande 50 kDa, n’a pas pu être détecté sur le 

WB, parce que cette partie qui correspond à la partie C-terminal porte le S-Tag, alors 

que la révélation sur WB a été réalisé avec le anti-histag.  

 ∆MCA1 (domaine catalytique de PfMCA1) : Pour l’xpression du domaine catalytique 

seul, nous avons observé une faible bande environ 34 kDa dans la fraction insoluble et 

qui est faiblement révèle sur WB.  

 

Ainsi, malgré de nombreuses tentatives de la surexpression de PfMCA1 chez les bactéries, 

nous n’avons pas réussi à récupérer la protéine entière, à cause d’un phénomène d’autoclivage 
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de cette dernière, qui se produit suite à son expression. Ainsi, cet objectif n’a pas pu être 

atteint, et par conséquent, n’a pas fait l’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 particulièrement celle décrite chez P. falciparum, nous avons 

décidé de rédiger une revue à ce sujet avec les récentes découvertes. La mise à 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 à des controverses compte tenu de la 

difficulté à mettre en évidence tous les marqueurs de mort pour mieux spécifier le type de 

mort mis en évidence. A la lumière des récents travaux, nous nous sommes posé la question si 

P. falciparum possède sa propre machinerie apoptotique, qui lui permette de réguler soit sa 

survie soit sa mort. 
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Partie II 

Le second objectif de cette thèse est d’étudier si le gène de la métacaspase est conservé entre 

différentes espèces 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, à 

Nouakchott, la capitale du pays, et dans une ville située au sud de la Mauritanie (Rosso). A 

Nouakchott, l’étude a été réalisée dans trois centres hospitaliers différents : Hôpital Cheikh 

Zayed situé au nord-est de Nouakchott, au centre de santé de Teyarett et à l’hôpital Mère-

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 santé de Rosso. Après avoir obtenu le 

consentement des patients et des tuteurs pour les enfants, un questionnaire de recueil 

d’information a été utilisé pour recueillir certaines données relatives aux patients 

(questionnaire en annexe). Les échantillons de sang étaient obtenus par piqûre au bout des 

doigts ou par du sang déjà prélevé sur des tubes. Des frottis sanguins et des gouttes épaisses 

ont été réalisés sur des lames, puis une à 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 

Infection mixte = P. falciparum / P. vivax 

  

Villes Hôpitaux Cas positifs P. falciparum P. vivax Infection mixte 

NOUAKCHOTT 
(n=121) 

Hôpital Cheikh Zayed  
(n=47) 21 9 8 4 

Centre de santé 
Teyarett 
(n=37) 

15 3 10 2 

Hôpital Mère-Enfant 
(n=37) 4 2 2 0 

ROSSO 
MAURITANIE 

(n=130) 

Hôpital Rosso 
(n=88) 2 2 0 0 

Centrede santé de 
Rosso 

(n=42) 
3 3 0 0 

Total d’échantillons 
collectés dans 

 les 2 villes 
251     

Total cas positifs/espèces 45 19 20 6 
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Article 2 
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DISCUSSION 
1. Etude de l’activité antipaludique des molécules candidates  

Sachant la longue durée que peuvent prendre les études d’expressions des gènes de P. 

falciparum dans un système hétérologue, une solution alternative était de tenter de déterminer 

la structure de PfMCA1 par homologie de séquence à une structure d’une métacaspase résolue 

tridimensionnellement. C’est ainsi qu’un modèle de PfMCA1 a été construit par homologie à 

partir de la métacaspase de T. brucei résolue par cristallographie (McLuskey et al., 2012). La 

métacaspase 2 de T. brucei (TbMCA2) 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 TbMCA2 est similaire à celle de la 

caspase 7 avec 65% d’identité (McLuskey et al., 2012). Le modèle de PfMCA1 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 modèle de PfMCA1 avec le 

TbMCA2 présentait une identité de 35% sur une séquence de 45%. Ainsi les molécules 

sélectionnées selon leurs énergies de liaison avec le modèle 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 cinquième molécule nous a été fournie par le laboratoire de chimie (CPE). Les 

résultats des tests in vitro de sensibilité ont démontré que ces molécules présentaient des 

activités antipaludiques élevées de l’ordre de 8 à 20 μM, comparées à la molécule de 

référence. Selon les critères de sélection de MMV pour les molécules candidates, qui 

pourraient être considérées comme les futurs traitements du paludisme, l’activité 

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

conséquence, ces molécules n’ont pas répondu au critère 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 être améliorée.  

 

2. Difficulté dans la détermination de la structure tridimensionnelle de PfMCA1 

L’un des objectifs de cette thèse était de produire la protéine PfMCA1 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 rôle potentiel de PfMCA1 dans 
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l’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, l’expression des 

gènes de P. falciparum dans un système hétérologue présente de nombreuses difficultés du 

fait de la richesse de son génome en AT (80%) et de l’instabilité des grands fragments de 

gènes dans d’autres organismes (Dame et al., 1996 ; Hoffman et al., 2002 ; Zhang et al., 

2004). Par ailleurs, l’étude de la caractérisation de la protéine calpaine de P. falciparum a 

révélé une difficulté de l’expression de la protéine entière (Gomes et al., 2015). La stratégie 

adoptée consistait d’abord à cloner le gène d’intérêt PfMCA1, 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 possède deux Tag à son extrémité, une Tag-His en 5’ et 

une Tag en 3’, qui sont utiles pour l’étape de la purification de la protéine entière. Ensuite, 

nous avons réalisé l’expression de cette protéine chez les bactéries Rosetta2. La particularité 

de ces bactéries est qu’elles possèdent un plasmide réplicatif PRARE2, qui est porteur de 

codons rarement exprimés chez la bactérie. Cependant, les premiers essais n’ont pas démontré 

l’expression de la protéine PfMCA1. Ainsi, dans le but d’améliorer cette surexpression de la 

protéine, nous avons optimisé le gène PfMCA1 avec la société GenScrip (Genscript.com-

Synthetic-GenScript). Mais, malgré l’optimisation et de nombreuses tentatives pour obtenir la 

protéine entière exprimée chez les bactéries, nous n’avons pas réussi à la récupérer, sans 

doute à cause de la dégradation de la protéine suite à son expression, résultant des processus 

d’autoclivage de l’enzyme. Des résultats similaires ont été rapportés lors de l’expression de la 

caspase 8, et de la métacaspase 2 (MCA2) de T. brucei (McLuskey et al., 2012 ; Stennicke 

and Salvesen, 1999). Récemment, la MCA2 de T. brucei a été résolue par cristallographie, 

mais à cause des processus d’autoclivage de la protéine sauvage, c’est la structure de la forme 

mutée (inactive) de la protéine qui a pu être déterminée. Une mutation du résidu cystéine en 

glycine (MCAC213G) a été réalisé dans la dyade catalytique (McLuskey et al., 2012). Ce 

processus d’autoclivage des métacaspases a été largement rapporté être dépendant de la 

présence du calcium, qui en est l’élément déclencheur. En revanche, il n’est pas encore 

clairement établi comment le calcium déclenche ce phénomène d’autoclivage (Meslin et al., 

2011a ; Moss et al., 2007 ; Wong et al., 2012). Dans nos travaux, nous avons utilisé un 

chélateur de calcium, l’ethylenediamine acetic acid (EDTA), pour limiter le processus 

d’autoclivage de PfMCA1, mais, sans succès. Nous avons également pensé muter les résidus 

histidine et cystéine dans la dyade catalytique, responsables de l’activité protéolytique. Mais il 

a été rapporté chez la levure S. cerevisiae que la mutation des résidus histidine et cystéine de 

sa métacaspase (Yca1) n’empêchait pas les processus d’autoclivage de la protéine (Wong et 
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al., 2012), contrairement à ce qui a été rapporté pour la métacaspase 2 de T. brucei 

(TbMCA2) (McLuskey et al., 2012). L’étude de la structure tridimensionnelle de PfMCA1 

fait l’objet de nombreux défis, dont une expression faible de la protéine, malgré l’optimisation 

du gène. En outre, un phénomène d’autoclivage de la protéine suite à son expression, rend 

difficile l’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 à cela que d’intenses recherches ont été menées dans le but de 

comprendre leurs implications dans la mort cellulaire régulée. C’est dans cette optique que la 

métacaspase de P. falciparum (PfMCA1) a été identifiée et caractérisée et son rôle potentiel 

dans l’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 hôpitaux. Durant 

cette étude, j’ai eu l’occasion de rencontrer des personnes qui travaillent dans différents 

domaines de la santé et de la recherche sur le paludisme à Nouakchott, notamment le 

représentant de l’OMS en Mauritanie, le directeur de recherche scientifique à Nouakchott et le 

directeur adjoint de l’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 été discutés entre l’unité de recherche sur le paludisme à 

Nouakchott et Malaria Research Unit à Lyon, avec le directeur de recherche scientifique et 

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

 

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

falciparum 

L’un des objectifs de cette étude était de tester si les séquences du gène 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 l’amplification du 

gène de la métacaspase. Et cela du fait de leurs fortes parasitémies comparés aux autres isolats 
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(Lim00053-01 : 2,40%, 02600050-01 : 3% et Eni00014-01 : 2,23%). Ainsi, nous avons 

supposé que la difficulté dans l’amplification du gène de la métacaspase pourrait être 

expliquée par la faible parasitémie des autres isolats (> 1%). De plus, il y a une différence qui 

réside entre l’extraction de l’ADNg à partir d’une culture continue et l’ADNg de P. 

falciparum mélangé avec l’ADN génomique humain dans un prélèvement sanguin des 

patients, dont certains facteurs (inhibiteurs de la PCR) peuvent influencer l’étape de 

l’amplification. Ainsi, tous ces facteurs pourraient expliquer la difficulté rencontrée dans 

l’étude de la conservation du gène de la métacaspase entre différentes isolats de P. 

falciparum. 

 

3.2. Etude du domaine catalytique du gène de la métacaspase entre différentes espèces de 

Plasmodium 

Parmi les analyses de séquence entre PfMCA1 (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 

conservés entre les différentes espèces de Plasmodium. Dans cette étude, quatre espèces de 

Plasmodium (P. falciparum, P. vivax, P. ovale et P. malariae) ont été testées. A la suite de 

cette étude, de manière étonnante, l’amplification du gène 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 PfMCA1 est la protéine la plus étudiée. C’est ainsi que son rôle dans la mort cellulaire a 

été récemment mis en évidence (Meslin et al., 2007, 2011a). Cependant l’implication de la 

métacaspase 1 de P. vivax dans la survie ou la mort cellulaire du parasite n’a pas encore fait 

l’objet d’une étude approfondie. Dans cette étude, la métacaspase 1 de P. vivax (PvMCA1) a 

été décrite par comparaison de séquence avec la PfMCA1. Les résidus histidine et cystéine 

ont été 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 à Oman. PvMCA1 a été étudiée en comparaison 

avec un marqueur moléculaire de la résistance à la chloroquine, le gène P. vivax multidrug-

resistant 1 (pvmdr1). Les résultats ont montré que les résidus histidine et cystéine sont 
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hautement polymorphes dans les trois différents pays étudiés. De manière intéressante, 

PvMCA1-cd possède un deuxième site putatif histidine and cystéine (H272 –C305) en amont 

des résidus conservés (H372 –C428). Les résidus (H372 –C428) sont supposés être impliqués 

dans l’activité protéolytique à l’instar de PfMCA1, mais doivent faire l’objet d’étude sur la 

fonction de PvMCA1 et leur potentiel rôle dans l’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 PvMCA1. Par ailleurs, il a été 

rapporté que la métacaspase 9 d’A. thaliana possède deux cystéines (Cys 147and Cys 29) dans 

sa dyade catalytique. Des analyses de mutations ont démontré que la substitution de la Cys 29 

par une alanine (Ala) conduit à une perte de l’activité protéolytique estimée à 99%. De plus, 

ces deux cystéines ont été démontrées nécessaires dans l’activité protéolytique de l’enzyme 

(Vercammen et al., 2007). A l’avenir, la métacaspase 1 de P. vivax à l’instar de PfMCA1 

pourrait être une cible thérapeutique prometteuse dans la recherche de nouvelles drogues dans 

le traitement du paludisme à P. vivax, qui constitue la deuxième espèce 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 21ème 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 
 

 

 

Fiche de renseignement 

Identification du patient 

Patient : Nom : ………………………………………..Prénom : …………………….. 

Sexe : M  ou F        Date de naissance (JJ/mois/année) :……./……./…… Ou  Age…….. 

Ethnie : Maure    Peulh    Soninké   Wolof    Autres  

 

Lieu d’habitat :  

Centre-ville  Près du fleuve  champs  cours d’eau stagnante  Campagne   ou autres  

 

Histoire de la maladie :  

Durée de la maladie : ……………………………………………….. 

Automédication     si oui, quel médicament : ……………………. 

Consultation   si oui, médecin généraliste  infirmier  

Prise de sang pour diagnostic du paludisme : oui    non  

Antécédents du patient : …............................................................ 

Motif de consultation : …….............................................................. 

Sommeil sous moustiquaire imprégnée d’insecticides   oui      non  

 

Traitement  

Traitement antipaludique utilisé : …………………………………………. 

Durée de suivi du traitement : ………….................................................. 

Moyens de procuration du médicament : Pharmacie   Marché  

 

Maladie 

Critère d’inclusion  

Accord de participation à l’étude oui   Non  

Age du patient : …………………….. 

  

Numéro patient Code sang  

 



105 
  

Signes de suspicion du paludisme  

Fièvre   Vomissement   Diarrhée   Maux de tête   Autres signe  

Hospitalisé : Oui    ou non       

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

Examen biologique du patient 

NFS……………… ..                                        Glycémie……………………………. 

Hémoculture………                                         Urée………………………………… 

ECBU………………                                         Méningite…………………………… 

 

Critères d’exclusion 

Refus …………………….. 

Urgence vitale …………… 

 

Résultats du diagnostic du paludisme 

Nbre de prise de sang du patient 01 02 03 04 05 
FS       
GE       
TDR      
Parasitémie      
Espèce Plasmodiale responsable      
FS : Frottis sanguin ; GE : Goutte épaisse ; TRD : Test de diagnostic rapide ; Négatif : (-), 

Positif : (+) 
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RAPPORT DE MISSION EN MAURITANIE 
 

 

Projet : Etude des marqueurs moléculaires de 

la résistance du Paludisme en Mauritanie 

 
Du juillet à septembre 2015 

 

 
Désert du Sahara en Mauritanie 

 

Avec le soutien financier du contrat européen : EUROSTARS 
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1. Introduction 
1.1. Contexte et objectif de la mission 

 

La Mauritanie est un pays du nord-ouest de l’Afrique, situé entre 15 et 27 degrés de latitude 

nord et 5 et 17 de longitude ouest. Elle est limitrophe de l’Algérie, du Sahara occidental, du 

Mali à l’est et du Sénégal au sud et la capitale du pays est Nouakchott. La superficie du pays 

est estimée à 1 030 700 km2  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-berbères (maures blancs, dits bidhans, les maures noirs, dits 

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

 

Le paludisme est l’un des principaux problèmes de santé publique en Mauritanie. En effet des 

études réalisées dans différentes régions ont rapporté la présence de quatre espèces en 

Mauritanie : Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale et Plasmodium 

malariae. Par ailleurs, La transmission est plus marquée durant la saison hivernale (juillet à 

septembre) dans certaines régions. Dans la capitale (Nouakchott), il a été rapporté que 

l’espèce 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, où Plasmodium falciparum est l’espèce la plus dominante avec quelques 

cas de Plasmodium vivax en saison sèche, dont la majorité des patients déclarent avoir 

effectué un séjour à Nouakchott avec une transmission pérenne. En 2006, le ministre de la 

santé recommande l’utilisation des ACT (Artemisinine combination therapy) pour le 

traitement du paludisme. Dont le traitement en première 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 très 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 à 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 l’état du paludisme à Nouakchott et à Rosso Mauritanie 
 
2.1. Nouakchott (la capitale du pays) 

 
Le stage de recherche a débuté au mois de juillet ; à cette période, les cas de paludisme étaient 

rares au sein de l’hôpital 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 l’espèce Plasmodium falciparum, les autres espèces ne sont pas 

identifiées. Si le résultat du diagnostic est positif pour une autre espèce que Plasmodium 

falciparum, le patient est soigné, sans connaissance de l’espèce en cause.  

 
2.2. Rosso Mauritanie (au sud de la Mauritanie) 
 
Le laboratoire de l’hôpital 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 l’espèce de Plasmodium falciparum. Nous avons reçu beaucoup de 

patients qui viennent avec des signes suspects de paludisme (maux de tête, fièvre, 

vomissement et souvent des diarrhées, mais le diagnostic ne révèle que des résultats négatifs. 

J’ai été vraiment surprise, par la présence de beaucoup de moustiques : « Je me suis dit peut-

être, la proportion des anophèles est très faible ». Malgré l’afflux des patients qui demandent 

le diagnostic du paludisme, durant une période de trois semaines, les cas positifs étaient très 

rares.  

 
2.3. Automédication aux antipaludiques 
 
Certaines personnes déclarent que lorsqu’elles tombent malades elles pensent avoir les signes 

du paludisme (Maux de tête, fièvre et vomissement) : elles prennent la nivaquine  ou 

le fansidar  sans consultation médicale. Ainsi, elles disaient qu’elles guérissaient de leurs 

fièvres 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 

Hôpitaux Hôpital Cheikh 
Zayed 

Centre de santé 
de Teyarett 

Hôpital-Mère-
Enfant 

Hôpital de 
Rosso 

Centre de santé 
de  Rosso 

Nombre de cas 
positifs 30 23 11 2 3 

Nombre de cas 
négatifs 45 14 26 86 39 

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'à septembre). Mais, l’été dernier la saison a pratiquement débuté en mois d’août, donc, 

la période d’août jusqu'à octobre serait mieux.  

 

Pour le diagnostic du paludisme, il serait bien que les laboratoires pratiquent les méthodes 

standard, surtout le frottis sanguin pour l’identification de l’espèce en cause, afin de bien 

traiter les patients, et de cette manière, on dimunirait les problèmes 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 être faits pour 

limiter la mortalité due au paludisme dans ce pays.  

 

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

thérapeutiques dus à 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 hôpitaux à 

Nouakchott (capitale du pays) et à 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 l’occasion de rencontrer et d’échanger avec des 

personnes travaillant sur cette thématique, ainsi que des responsables de différents hôpitaux. 

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 à Nouakchott (la capitale) et seulement 5 cas de paludisme positifs ont été obtenus 

à Rosso.  

 

Malgré la présence massive de moustiques à Rosso, le nombre de cas de paludisme positif 

reste très faible, contrairement à 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 espèces 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 à ce qui était prévu.  

Nous espérons que cette mission réalisée en Mauritanie, et les différents acteurs rencontrés, 

mèneront à des collaborations fructueuses.   
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Annexes 
 
Agenda de la mission 
 
Samedi 27 juin 2015 
 
Départ de Lyon Saint Exupery _Arrivée à l’aéroport Casablanca MOHAMMED V.  

Départ de l’aéroport Casablanca MOHAMMED V _Arrivée à Nouakchott. 

 

Dimanche 28 juin 2015 

Prise de contact avec le docteur Hachim Kebe, pour rencontrer le directeur de l’hôpital 

Cheikh Zayed.  

 

Lundi 29 juin 2015 

Accompagné du docteur Hachim Kebé, nous sommes allés voir le directeur de l’hôpital 

Cheikh Zayed pour lui présenter le protocole de recherche, et lui demander l’accès aux 

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

 
Mardi 30 juin 2015 

Voyage à Rosso Mauritanie, à 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 à l’hôpital de Rosso, pour voir 

le directeur.  

 
Lundi 06 juillet 2015 

Je suis allée à l’hôpital de Rosso Mauritanie, avec le docteur Moussa Camara, pour présenter 

au directeur le protocole de recherche, et demander l’accès aux patients impaludés.  

Le directeur a répondu favorablement à la demande. Après cette rencontre, le docteur Moussa 

Camara m’a conseillé d’aller voir le centre de santé de Rosso, près du centre-ville. Il m’a 

donné le contact du chef du laboratoire Mamadou Dièye, et le chef du service de ce centre a 

donné l’autorisation à la mission d’accéder à leurs locaux. 

 

Mercredi 08 juillet 2015  

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

Retour à Nouakchott.  

 

Vendredi 10 juillet 2015 

D’abord, je suis allée à l’Institut de Santé Publique voir Mr Mohamedou Koita ; j’étais déjà 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 à l’hôpital 

Cheikh Zayed.  
 
Jeudi 16 juillet 2015 

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

Vendredi 17 juillet.  

 
Lundi 20 juillet 2015  

Commencement du stage à l’hôpital de Rosso et au centre de santé de Rosso. Et j’y suis restée 

pendant une période de 3 semaines.  

 

Dimanche 09 Août 2015 

Retour à Nouakchott pour poursuivre le stage à l’hôpital Cheikh Zayed. 

Jeudi 14 Août 2015 

Je suis allée à l’hôpital Mère-Enfant, pour voir le directeur : ce dernier était en voyage. 

L’adjoint du directeur m’a reçu et je lui ai présenté le protocole de recherche et j’ai demandé 

l’accès aux patients impaludés. L’adjoint du directeur a répondu favorable à la demande et j’ai 

inclus l’hôpital dans l’étude. Un personnel de cet hôpital m’a conseillé d’aller au centre de 

santé du Teyarett, situé au nord du pays. 

 

Lundi 24 Août 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 reçue et je lui ai parlé de la mission de recherche en lui présentant le protocole, et 

en lui demandant l’accès aux patients impaludés. Elle a répondu favorablement à la demande. 

Et j’ai également inclus ce centre dans l’étude.  
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Mardi 25 Août 2015 

Je suis allée au siège de l’OMS, voir le représentant, Dr Baptiste Jean Pierre 

(baptistej@mr.afro.who.int). Il m’a reçu 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 l’adjoint de l’Institut de 

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

 

Jeudi 27 Août 2015  

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

(alimedsalem@gmail.com). Il possède une équipe de recherche qui travaille sur le paludisme 

à Nouakchott. Je lui ai parlé de la mission et de la possibilité d’une éventuelle collaboration 

de son unité avec celle de l’UMR 5246.  

 
Jeudi 3 septembre 2015 
 
Je suis allée à l’Institut National de Santé Publique voir le directeur ; ce dernier était en 

déplacement. J’ai vu l’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 l’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 à Nouakchott.  
 
Lundi 21 septembre 2015  
 
Je suis retournée à Rosso, pour dire au revoir aux personnels de l’hôpital de Rosso et ceux du 

centre de santé et ainsi qu’à ma famille.  

 
Samedi 26 septembre 2015 
 
Je suis revenue à Nouakchott pour retourner à 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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