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A mes parents que j aime



La théorie, ¢ est quand on sait tout et que rien ne fonctionne.

La pratique, c’est quand tout fonctionne et que personne ne sait pourquoi.
Ici, nous avons réuni théorie et pratique : rien ne fonctionne...

et personne ne sait pourquoi

Albert Einstein
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Résumeéeé

L’infection par Plasmodium, parasite responsable du paludisme, débute par I’injection de
sporozoites par un moustique du genre Anopheles. La premiére cible des sporozoites est le
foie, ou le parasite se développe avant I’initiation d'une phase d'infection érythrocytaire
symptomatique. Dans le foie, les sporozoites pénetrent activement les hépatocytes en
formant une vacuole parasitophore, dans laquelle le parasite se multiplie. Cette étape,
appelée invasion productive, implique des facteurs parasitaires et des protéines de 1’héte,
notamment CD81. Toutefois, les mécanismes mis en jeu restent méconnus. A 1’aide d’une
nouvelle approche génétique développée au laboratoire, nous avons produit de nouvelles
souches de parasites transgéniques fluorescents, notamment chez le parasite de rongeurs P.
yoelii. L’utilisation des parasites de P. yoelii GFP et d’un systéme cellulaire de lignées
permissives ou non a I’infection, nous a permis de mieux caractériser les mécanismes
cellulaires et moléculaires mis en jeu lors de I’invasion. Nous avons confirmé que
I’invasion productive est précédée d’une phase de traversée cellulaire. Nous avons
découvert et caractérisé la formation de vacuoles transitoires lors de cette phase de
traversée cellulaire, distinctes des vacuoles parasitophores productives. Nos résultats
montrent que le parasite se sert d’une perforine parasitaire, PLP1 (Perforin-Like Protein 1),
pour sortir de cette vacuole transitoire et échapper a la dégradation par les lysosomes
cellulaires. Une fois activés, les sporozoites passent d’un mode de traversée a un mode
d’invasion productive. Nous avons montré¢ que CD81 joue un rdéle dans I’invasion
productive. CD81 est nécessaire pour induire la sécrétion des rhoptries parasitaires,
impliquées dans la formation de la jonction mobile, une structure a travers laquelle le
parasite se glisse pour pénétrer dans la cellule. Nous avons pu aussi montrer qu’une autre
protéine des hépatocytes, SRBI (scavenger receptor BI), définit une voie d’entrée
indépendante de CD81 pour P. berghei et P. vivax. Par une approche génétique originale,
nous avons pu montrer que deux protéines des micronémes des sporozoites, P52 et P36,
jouent un role majeur dans I’entrée via CD81 et SRBI, et mis & jour un lien fonctionnel
entre P36 et I’entrée via SRBI. Enfin, nous avons développé plusieurs approches
génétiques pour cibler le géne d’amal chez P. yoelii, une protéine des micronémes
impliquées dans la formation de la jonction. Nos résultats nous éclairent un peu plus sur les
mécanismes d’invasion des sporozoites, et ouvrent des perspectives intéressantes vers le

développement de nouvelles stratégies vaccinales.
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Summary

Infection with the Plasmodium parasite begins with the injection of sporozoites by an
Anopheles mosquito. The first target is the liver where the parasite replicates as a pre-
requisite to the development of pathogenic blood stage infection. In the liver, sporozoites
penetrate hepatocytes forming a parasitophorous vacuole in which the parasite multiplies.
This step, the productive invasion, involves parasitic factors and host proteins, particularly
CD81, but the underlying mechanisms remain largely unknown. To facilitate monitoring of
sporozoite invasion, we generated novel transgenic fluorescent parasites, using a new
selection strategy named GOMO (gene out marker out) in the rodent parasite P. yoelii. The
use of this transgenic parasite and of host cell lines permissive or not to infection, has
allowed us to better characterize the cellular and molecular mechanisms involved during
invasion. We have confirmed that the productive invasion is preceded by a cell traversal
phase. We discovered and characterized the formation of transient vacuoles during this
step, before formation of the parasitophorous vacuole. Our results uncovered that the
perforin-like protein (PLP1) mediates sporozoite egress from transient vacuoles and escape
from degradation by the cell lysosomes. Once activated, the sporozoites switch from the
mode of cell traversal to productive invasion. We show that CD81 plays a role in the
productive invasion. CD81 is necessary to induce the secretion of rhoptries proteins,
involved in the formation of the moving junction, a structure through which the parasite
glides to enter the cell. We could also show that another hepatocyte protein, SR-B1
(scavenger receptor B1), defines a CD81-independent pathway for P. berghei and P. vivax
infection. Using an original genetic approach, we have shown that two sporozoite
micronemal proteins, P52 and P36, play a role in the entry via CD81 and SR-B1, and
highlighted a functional link between P36 and entry via SR-B1. Finally, we have
developed several genetic approaches to target amal gene in P. yoelii, which encodes a
protein involved in the formation of the moving junction. Altogether, our results contribute
to improve our understanding of the mechanisms of sporozoite invasion, and open

interesting perspectives for the development of novel vaccine strategies.
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Introduction



. Plasmodium et paludisme

I.1. Généralités

L’agent responsable du paludisme est un parasite du genre Plasmodium, un
protozoaire du Phylum des Apicomplexa qui infecte les érythrocytes circulants chez 1’hote.
Le genre Plasmodium compte une centaine d’espéces infectant de nombreux mammiferes.
Quatre espéces peuvent engendrer le paludisme chez I’homme (P. falciparum, P. vivax, P.
ovale, P. malariae), P. falciparum et P. vivax étant les plus répandus et I’infection a P.
falciparum pouvant étre mortelle. Ces dernieres années, il a été montré que P. knowlesi,
agent du paludisme du singe rencontré dans certaines zones des foréts d’Asie du Sud-Est

pouvait aussi infecter I’homme.

Le paludisme est la maladie parasitaire la plus fréquente dans le monde (pres de
40% de la population mondiale est exposée) et touche principalement les régions tropicales
et subtropicales. Selon les dernieres estimations de ’OMS (décembre 2015), 198 millions
de cas de paludisme et 584 000 déces ont été enregistrés. La majorité des déces survient
chez les enfants vivant en Afrique, surtout en Afrique sub-Saharienne, ou a chaque minute
un enfant meurt du paludisme. Méme s’il y a eu des réductions importantes de la mortalité
et morbidité dans certaines régions, comme 1’Asie du Sud, a la suite de la mise en place de
traitements prophylactiques anti-paludiques et de [I’utilisation de moustiquaires, le
paludisme reste un grave probléme de santé chez les enfants, qui meurent d’anémie et de
neuropaludisme ou peuvent souffrir de séquelles neurologiques graves, et chez les femmes
enceintes, qui peuvent présenter un paludisme gestionnel.
La situation est d’autant plus préoccupante, selon ’OMS, que depuis plusieurs années les
parasites développent des résistances aux molécules anti-paludiques et les moustiques
résistent de plus en plus aux insecticides.

I1.2. Cycle parasitaire

Le cycle de Plasmodium implique deux hotes différents et se compose de trois
phases de multiplication du parasite : une phase sexuée appelée sporogonie chez le
moustique femelle du genre Anopheles et deux phases asexuées, appelées schizogonie

intra-hépatique puis schizogonie intra-érythrocytaire chez 1’hote vertébré (Figure 1).
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Chez I’hote vertébré, la piqre d’un anoph¢le femelle initie la premicre étape de
I’infection avec la libération de sporozoites des glandes salivaires du moustique. Les
sporozoites traversent le derme, puis migrent rapidement via la circulation sanguine
principalement, vers le foie pour s’y développer dans une vacuole parasitophore. Le
parasite entre alors dans une premiére phase de différenciation en forme réplicative exo-
érythrocytaire (EEF) et de multiplication asexuée intense (schizogonie intra-hépatique)
aboutissant a la libération au bout d’une semaine de dizaines de milliers de mérozoites
dans la circulation sanguine. Cette phase de réplication intra-hépatique est
asymptomatique. Les mérozoites vont adhérer rapidement aux érythrocytes et les envahir
pour s’y multiplier (schizogonie intra-érythrocytaire), générer des mérozoites et provoquer
la rupture de la membrane du globule rouge parasité, libérant au bout de 48 heures de
nouveaux mérozoites dans la circulation sanguine (Cowman and Crabb 2006), qui a leur
tour infectent des globules rouges. Ce cycle de multiplication érythrocytaire est
responsable de la symptomatologie. Au cours du cycle sanguin, certains parasites se

différencient en formes sexuées, les gamétocytes, males et femelles.
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Figure 1. Cycle de vie du parasite Plasmodium. Lors du repas sanguin, un moustique femelle du genre
Anopheles, injecte a partir de ses glandes salivaires des sporozoites dans la peau. Ces sporozoites vont gagner
le foie en quelques minutes par la circulation sanguine. Les sporozoites vont infecter les hépatocytes, ou ils
se différencient en schizontes hépatiques. Aprés 5 a 7 jours de divisions nucléaires, le schizonte mature libére
dans la circulation sanguine jusqu’a 30 000 mérozoites. Ces mérozoites infectent les érythrocytes, initiant un
cycle de multiplication érythrocytaire responsable de la symptomatologie. Certains parasites se différencient
en formes sexuées, les gamétocytes, qui, une fois ingérés par un moustique, se développent pour aboutir a la
formation de sporozoites, qui gagneront les glandes salivaires du moustique (X. Su, Hayton, and Wellems
2007).
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Chez le moustique, dans les quelques minutes qui suivent 1’ingestion des
gamétocytes males et femelles, la reproduction sexuée est initiée dans la lumiére intestinale
du moustique avec fécondation des gameétes males et femelles, qui engendre la formation
d’un zygote. Cette activation de la reproduction sexuée est déclenchée par différents
parametres, le changement de température, mais également le changement du pH, par
production d’acide xanthurénique dans I’estomac du moustique, qui va permettre d’activer
la gamétogenése des microgamétes males (aprés exflagellation) avant fécondation avec les
gametes femelles formant ainsi les zygotes (Figure 2).

L’ookinéte débute ensuite sa formation par un bourgeonnement du zygote, puis commence
son court voyage en traversant la couche de cellules épithéliales de I’estomac du moustique
afin d’atteindre la lame basale (Garcia, Puentes, and Patarroyo 2006). Les ookinetes
survivants traversent la paroi du tube digestif pour se différencier en oocystes ou seront
formés les sporozoites. Le systeme de défense du moustique réduit séverement le nombre
d’ookinétes qui parviennent a se transformer en oocystes (Han et al. 2000).

L’oocyste est le seul stade du parasite de développement extracellulaire. L’hémolymphe
fournit les nutriments pour permettre le développement des oocystes. Apres maturation, les
oocystes libérent des centaines de sporozoites dans ’hémolymphe, le liquide qui baigne la
cavité du corps du moustique. La sortie des sporozoites de I’0oocyste est un processus actif,
qui nécessite I’activité d’une cystéine protéase du parasite (Aly and Matuschewski 2005).

Les sporozoites libérés migrent vers les glandes salivaires du moustique et les colonisent.

Figure 2. Schéma du cycle de vie du parasite de Plasmodium dans le moustique. Apres développement
initial dans la lumiére de I’estomac de I’insecte, les ookinétes mobiles (OOK) traversent 1’épithélium de
I’estomac et se différencient en oocystes (OOC). Les oocystes matures libérent dans 1’hémolymphe du
moustique les sporozoites (SPO), qui vont alors coloniser les glandes salivaires (Ghosh et al. 2009)
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Pour cela, les sporozoites vont alors traverser la lame basale, puis traversent le cytoplasme
des cellules avant de pénétrer dans les acini ou ils attendent d’étre injectés avec la salive
via le canal salivaire. Dans les glandes salivaires ils acquiérent leur motilité et leur maturité
(Kai Matuschewski et al. 2002), avant d’étre transmis a un nouvel hote vertébré a

I’occasion d’une piqre.

I.3. Aspects cliniques

Chez ’homme les symptomes de la maladie sont associés a la phase sanguine, pendant
laquelle le parasite se multiplie de facon exponentielle dans les globules rouges. Les signes
cliniques du paludisme sont tres divers et non spécifiques, pouvant associer fievre, maux
de téte, douleurs musculaires, asthénie, douleurs abdominales, frissons, sueurs. L’infection
peut se manifester sous la forme d’accés rythmés de fiévre, frissons et sueurs. La
périodicité¢ de ces acces dépend de I’espéce de parasite en cause et coincide avec la
multiplication des parasites et 1’éclatement des globules rouges. P. falciparum, P. vivax et
P. ovale provoquent une fiévre tierce (survenant toutes les 48h) alors que P. malariae
provoque une fievre quarte (survenant toutes les 72h).

Les acces a P. falciparum, en I’absence de traitement, peuvent conduire a des
complications potentiellement mortelles. Les enfants fortement atteints développent
fréquemment un ou plusieurs des symptdémes suivant: anémie sévere, détresse respiratoire
consécutive a une acidose métabolique ou neuropaludisme. En effet, les globules rouges
infectés par P. falciparum cytoadherent aux cellules endothéliales et peuvent bloquer les
vaisseaux sanguins, notamment dans le cerveau. Ce neuropaludisme est souvent mortel, et
en cas de survie peut entrainer d’importantes séquelles neurologiques. Une protéine
présente a la surface des érythrocytes infectés, PFEMP1 (« P. falciparum erythrocyte
membrane protein 1 ») est responsable de la cytoadhérence des globules rouges infectés
(Dror 1. Baruch 1999; Q. Chen, Schlichtherle, and Wahlgren 2000; Newbold et al. 1999).
PfEMP1 est codée par une famille de génes variables, les genes var, responsables d’un
phénomene de variation antigénique et jouant un réle central dans la pathogénicité de P.
falciparum (D. I. Baruch et al. 1995; Smith et al. 1995; Su et al. 1995). Les multiples
domaines d’adhésion situés au niveau de la région extracellulaire de PFEMP1 peuvent se
fixer a différents récepteurs des cellules endothéliales de 1’hote. PFEMPI1 est a 1’ origine de
la séquestration de ces érythrocytes infectés, qui conduit a un blocage des vaisseaux
sanguins, des hémorragies et la formation de thrombus, dans un contexte inflammatoire

contribuant a la pathogénese du neuropaludisme (D. I. Baruch et al. 1995).
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Dans les zones d’endémie, les individus exposés a I’infection développent
graduellement une protection contre les manifestations cliniques et notamment les
complications du paludisme, ce qui explique que ce sont surtout les jeunes enfants qui sont
les plus touchés par les formes graves de la maladie. La connaissance d’une protection
acquise contre le paludisme est antérieure a toute information sur la cause spécifique de la
maladie. En 1900, Robert Koch a rapporté les premiers résultats sur une acquisition de
I’immunité contre Plasmodium, corrélée a une faible parasitémie (Marsh 1992; Trape et al.
1994). Dans les régions ou le paludisme est endémique avec une transmission annuelle
stable, les enfants nés de meres semi-immunes seraient protégés contre la maladie durant la
premiére moitié de leur premiére année de vie par les anticorps maternels. Cette immunité
des enfants est dite passive s’estompant au cours du temps. Apres le sixiéme mois de sa
vie, une augmentation de la sensibilité au paludisme est observée. Cette période dure
jusqu’a environ neuf ans, selon les enfants. Ensuite, se développe progressivement

I’acquisition d’une immunité semi-protectrice active dite semi-immunité (Marsh 1992).

Dans les années 1960, des études ont montré la puissance de ’immunité dans le
contréle de la maladie du paludisme. En 1961, Sydney Cohen et ses collegues ont montré
que le transfert passif d’immunoglobulines gamma des adultes vivant dans les zones de
forte endémie du paludisme a des jeunes enfants atteints du paludisme grave pouvait aider
a éliminer les parasites du sang. Cette étude a clairement démontré la capacité de
I’immunité humorale a contréler la maladie (Cohen, McGREGOR, and Carrington 1961,
Bejon et al. 2009; Doolan, Dobafio, and Baird 2009). En général, I’acquisition d’une
immunité semi protectrice contre le paludisme est lente. Elle est associée a une exposition
continue au parasite. Les personnes vivant dans les zones ou la transmission est faible
développent plus lentement leur immunité. Celle-ci est occasionnée par les piqlres
répétées de 1I’anophéle. L’acquisition de I’immunité semi protectrice est également retardée
par divers autres facteurs. La variabilit¢ génétique de 1’hdte et celle du parasite en sont les
facteurs majeurs. L’immunosuppression induite par le parasite ou d’autres causes

participeraient aussi a ce phénoméne (Mohan and Stevenson 1998).

Chez les femmes enceintes, le paludisme associé a la grossesse, ou paludisme
gestationnel (PG), est une cause majeure de faible poids de naissance (FPN) du nouveau-ne
et d’anémie maternelle sévére (Shulman and Dorman 2003). Le paludisme est responsable
d’un quart des cas d’anémie sévere (H. L. Guyatt and Snow 2001) et le FPN est la
principale cause de morbidité et de mortalité dans la premiere année de vie (Helen L.

Guyatt and Snow 2004). La prévalence de I’anémie feetale a la naissance est élevee dans
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les zones d’endémie palustre et encore plus chez les nouveau-nés dont les meres sont
infectées par P. falciparum (Nosten et al. 2004). Plusieurs travaux ont montré une
différence de susceptibilité au paludisme entre les zones hypo-endémiques et les zones a
forte endémicité palustre. En zone hypo-endémique et méso-endémique les femmes
enceintes sont a nouveau sujette a toutes les formes graves du paludisme (dont le
neuropaludisme) avec des taux de mortalité 2 a 10 fois plus élevés que ceux observés chez
les femmes non gravides (Brabin 1983; McGregor 1984; Nosten et al. 2004).

Cette forme clinique du paludisme associé a la grossesse est caractérisee par la
séquestration des érythrocytes infectés (EI) par P. falciparum, dans le placenta. La sévérité
ou non de l’infection par P. falciparum est en grande partie liée a la propriété de
cytoadhérence acquise par les El. Les El isolés du placenta, expriment a leur surface des
antigenes variants de surface (VSA) particuliers qui vont favoriser le tropisme placentaire
(Fried and Duffy 1996), par 1’adhérence préférentielle aux récepteurs exprimés a la surface
des syncytiotrophoblastes, dont le principal est la chondroitine sulfate A (CSA) (Fried and
Duffy 1996; Beeson et al. 1999; Tuikue Ndam et al. 2004).

Un variant de PfEMP1 codé par le gene VAR2CSA a été identifié comme la protéine
parasitaire majeure impliquée dans la pathogenese du paludisme gestationnel. Le géne est
le seul géne var surexprimé par les El sélectionnés pour adhérer a la CSA, la protéine qui
en résulte est le principal récepteur responsable de 1’adhérence des EI au placenta (Salanti
et al. 2003; Duffy and Fried 2005). Des lors, de nombreux travaux de recherche ont été
menés pour développer un vaccin a base de VAR2CSA qui empécherait I’adhérence des EI

au placenta et protegerait ainsi les femmes enceintes contre une séquestration placentaire.

Pour les infections a P. vivax et a P. ovale, des rechutes cliniques peuvent se

produire des semaines ou des mois apres la premiére infection méme si le patient a quitté la
zone impaludée. Ces nouveaux épisodes sont dus a des formes hépatiques « dormantes »,
appelées « hypnozoites » (qui n’existent pas avec P. falciparum), et un traitement spécial,
ciblé sur ces stades hépatiques, est impératif pour guérir complétement le malade. Si dans
la majorité des cas P. vivax et P. ovale causent des accés de paludisme non séveres, P.

vivax peut néanmoins occasionner des complications, potentiellement mortelles.

I.4. Traitements

Le premier produit utilisé avec succes pour traiter les fievres engendrées par le

paludisme au 16° siecle est la « poudre des jésuites », soit une poudre de ’écorce d’un
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arbre, le quinquina. Les premiéres études chimiques sur les quinquinas ont été réalisées par
Francois-Antoine de Fourcroy (1755-1804). Elles furent suivies par celles de Louis-
Nicolas Vauquelin (1763-1829) qui se borna a enregistrer ’action de divers réactifs sur les
especes connues. Apres les travaux du docteur Gomez sur la cinchonine, ce sont deux
pharmaciens francais Joseph Pelletier (1788-1842) et Joseph Caventou (1795-1877), qui
vont parvenir & isoler la quinine. Alors que le docteur Gomez avait travaillé sur des écorces
de quinquina gris et obtenu un composé non-fébrifuge, Joseph Pelletier et Joseph Caventou
vont, eux mener leurs expériences sur des échantillons de quinquina jaune. C’est ainsi
qu’ils vont isoler, en 1820, une base cristallisée, qu’ils vont nommer quinine (I’analyse
chimique des quinquina par MM. Pelletier et Caventou sera publié en février 1821 dans le
Journal de pharmacie et des sciences accessoires). Et en 1830, la quinine sera fabriquée et
commercialisée. Malgré ses vertus certaines, la quinine présentait aussi certains
désavantages en raison de sa disponibilit¢ limitée, de son obligation d’étre administrée
quotidiennement et d’effets secondaires parfois importants. Tout ceci amena a lui trouver
d’autres substituts comme la chloroquine, qui a un effet sur les parasites au stade sanguin.

Dans les années 1970-1980, la chloroquine et la sulfadoxine-pyriméthamine (SP)
posaient de nombreux problemes récurrents de résistances. Depuis les années 1990, cette
résistance a empiré dans les régions du monde ou le paludisme est endémique. Comme
consequence directe, la morbidité et la mortalité associée au paludisme ont augmenté, en
particulier chez les enfants africains, qui représentent la majorité des déces dus au
paludisme (Snow, Trape, and Marsh 2001).

Les thérapies combinées a base d’artémisinine ont été introduites dans le milieu des
années 1990 aprés apparition de résistances a tous les médicaments antipaludiques
disponible en Asie du Sud. L’artémisinine a été isolée pendant la guerre du Vietnam
(1955-1975) d’une plante utilisée en médecine traditionnelle chinoise, I’armoise Artemisia
annua. En 1972, une substance cristalline incolore a été purifiée par Youyou Tu et décrite
comme étant la partie active des extraits de la plante. En 1975, la structure fut obtenue, et
publiée pour la premiere fois en anglais (“Antimalaria Studies on Qinghaosu. - PubMed -
NCBI” 2016; Tu 2011). Youyou Tu a regu en 2015 le prix Nobel de médecine pour la
découverte de I’artémisinine. La molécule a été nommée ginghaosu, su signifiant
« élément de base » en chinois, et prendra le nom d’artémisinine pour les occidentaux.
L’artémisinine a pour structure chimique une sesquiterpene lactone avec un pont
endoperoxyde. Par interaction avec le fer organique, ce pont est clivé et libére des radicaux

libres toxiques pour le parasite (Rosenthal 2008; Woodrow, Haynes, and Krishna 2005).
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Contrairement aux antipaludiques les plus utilisés (quinine, méfloquine,
pyriméthamine), 1’artémisinine agit sur tous les stades de multiplication du parasite intra-
érythrocytaire, en particulier les stades précoces, bloquant en quelques heures la
maturation des plasmodies et empéchant les phénoménes de séquestration des globules
rouges parasités par P. falciparum a I’intérieur des micro-vaisseaux. Comme la demi-vie
d’élimination sanguine de 1’artémisinine est courte, quelques heures, pour éviter les échecs
thérapeutiques et limiter I’apparition de la résistance, elle est associée a un médicament a
demi-vie plus longue et au mode d’action complémentaire ou synergique dans des
combinaisons appelées « artémisinin-based combination therapies » (ACT). En 2005,
I’OMS a recommandé que les thérapies combinées a base d’artémisinine soient utilisées
comme traitement de premiére intention contre I’infection a P. falciparum dans tous les
pays ou le paludisme est endémique.

L’utilisation des combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine, combinée a
’utilisation accrue de moustiquaires imprégnées d’insecticide, ont permis de sensiblement
réduire la morbidité et de la mortalité mondiale du paludisme (Bhattarai et al. 2007).

Cependant, les perspectives d’élimination du paludisme sont maintenant menacées
par I’émergence de souches de P. falciparum résistantes a I’artémisinine. Cette résistance
est caractérisée par 1’¢limination de plus en plus lente du parasite (Noedl et al. 2008;
Dondorp et al. 2009) qui reflete la diminution de la sensibilité des parasites au stade
anneau (Saralamba et al. 2011; Witkowski, Amaratunga, et al. 2013; Mok et al. 2011;
Witkowski, Khim, et al. 2013; Chotivanich et al. 2014).

La résistance a Dlartémisinine a été signalée pour la premiere fois dans 1’ouest du
Cambodge (Noedl et al. 2008; Dondorp et al. 2009), ou le taux d’échec des thérapies
combinées a base d’artémisinine augmentent rapidement. La résistance a 1’artémisinine
s’est depuis étendue, de maniere indépendante, sur les deux régions de la partie
continentale de 1’ Asie du Sud (Phyo et al. 2012; Amaratunga et al. 2012; Kyaw et al. 2013;
Hien et al. 2012) au niveau de la frontiére Thailande-Myanmar (Phyo et al. 2012). La
résistance a 1’artémisinine de P. falciparum est maintenant fermement établie dans I’Est du
Myanmar, I’Ouest du Cambodge, et de la Thailande, et le Sud du Vietnam, et est en train
d’émerger dans le Sud du Laos et dans le Nord du Cambodge. Malgré la récente
propagation de la résistance, les thérapies combinées a base d’artémisinine dans ces
régions reste encore efficace (Ashley and White 2014), probablement grace a la
combinaison avec d’autres médicaments. La combinaison reste a 1’heure actuelle le
traitement le plus utilisé et le plus efficace dans un certain nombre de pays, notamment en

Afrique, ou la résistance a I’artémisinine n’a pas encore été décrite.
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Enfin, 1’éradication du paludisme est un probléme complexe en plus de la résistance
aux drogues et aux insecticides. Le traitement doit étre initié le plus rapidement possible
apres le diagnostic de la maladie pour éviter les complications et la transmission de la
maladie. Le diagnostic est un élément important pour initier le traitement. Il est fait soit par
examen microscopique soit au moyen d’un test de diagnostic rapide (TDR). Les TDR du
paludisme détectent des antigénes spécifiques (des protéines) produits par les plasmodies
présentes dans le sang des personnes infectées. Certains TDR détectent les infections
monospécifiques (soit P. falciparum, soit P. vivax), d’autres détectent des infections mixtes
(P. falciparum, P. vivax, P. malariae et P. ovale) tandis que d’autres distinguent les
infections par P. falciparum et non-P. falciparum, ou des espéces spécifiques, grace a une
goutte de sang prélevée par piqre au doigt, avec un résultat au bout de 15 a 30 minutes.
Une autre difficulté aussi est I'utilisation de médicaments de contrefagon soit au niveau de

la molécule soit de la concentration qui se répandent de par le monde, surtout en Afrigue.

I.5. Développement de vaccins

A T’heure actuelle, un moyen efficace de contrdle des maladies infectieuses est la
vaccination. L’homme a ainsi réussi a éliminer la variole avec cette stratégie. A I’heure
actuelle, il n’existe aucun vaccin efficace disponible contre le paludisme.

Plusieurs stratégies de vaccins anti-paludiques ont été développées. Il est possible
d’agir 1) sur le premier stade du développement du parasite pour empécher I’entrée du
sporozoite et son développement dans les cellules du foie; 2) sur le stade sanguin (le stade
asexu¢), pour empéecher le développement dans les érythrocytes et ainsi I’apparition des
signes cliniques; et 3) contre les formes sexuées du stade sanguin, afin d’éviter la
transmission aux moustiques, et ainsi éviter le développement dans le moustique, qui est

I’héte vecteur.

1.5.1) Vaccins sous-unitaires
Le financement de la lutte contre le paludisme a considérablement augmenté au
cours des 15 derniéres années avec des contributions d’organismes tels que la Fondation
Bill et Melinda Gates (notamment par PATH Malaria Vaccine Initiative), I’ Institut national
ameéricain de I’allergie et des maladies infectieuses, I’Union européenne et d’autres encore,
qui ont permis de développer des essais cliniques pour différentes préparations vaccinales

en partenariat avec I’OMS.
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A T’heure actuelle, le vaccin Mosquirix de GSK contre P. falciparum au stade pré-
érythrocytaire, connu sous le nom de RTS,S/AS01, est le premier et seul vaccin anti-
paludique évalué dans des essais cliniques de phase Ill. Le vaccin RTS,S/AS01 a pour
cible les sporozoites libres avant 1’invasion dans les hépatocytes (stage pré-érythrocytaire).
Le mode d’action de ce vaccin est d’induire des anticorps contre la principale protéine de
surface des sporozoites, la circumsporozoite protein (CSP), pour réduire la charge de
sporozoites atteignant le foie, et conduire a une baisse significative des taux d’infection
chez les vaccinés. En cas d’effet partiel, une réduction de la charge de parasites émergeant
du foie peut avoir un effet bénéfique sur la sévérité de la maladie.

Le principe actif du vaccin RTS,S/AS01 est un antigéne recombinant, RTS,S
exprimé chez Saccharomyces cerevisiae. L’antigéne RTS,S est une protéine hybride
composée d’une partie C-terminale de la CSP, fusionnée a la protéine S du virus de
I’hépatite B. L’adjuvant choisi est ASO1, constitu¢ de liposomes a deux composants
immunostimulants :  3’-O-désacyl-4’-monophosphoryl-lipide A (MPL) et Quillaja
saponaria 21 (QS21), dans le but de stimuler le systeme immunitaire.

Les résultats finaux de 1’essai de phase III ont montré une protection d’environ 28%
observée chez les enfants, et de 18% chez les nourrissons, contre les épisodes cliniques de
paludisme. Une quatrieme dose de rappel améliore la protection, qui reste cependant tres
partielle (RTS,S Clinical Trials Partnership 2015). En résumég, le vaccin RTS,S est tres peu

efficace et ne permettra probablement pas de réduire la transmission du paludisme.

Jusqu’a présent, les résultats des vaccins développés contre les stades sanguins ont
été encore plus mitigés et les progrés ont été généralement plus lents (Goodman and
Draper 2010). Un certain nombre de candidats vaccins, ciblant les protéines de surface du
parasite, ont été testés, mais aucun n’a montré une preuve d’efficacité protectrice contre le
paludisme. Beaucoup de ces candidats sont basés sur quelques antigénes, notamment
MSP1 et AMAL en particulier, qui sont des protéines parasitaires exprimées au stade
sanguin, et ayant un role dans I’invasion du parasite dans les globules rouges, mais il y a
des centaines d’antigénes exprimés par les parasites au stade sanguin qui pourraient étre
utilisés dans le développement d’un vaccin.

Toutes les approches vaccinales contiennent une protéine cible ainsi qu’un adjuvent
permettant d’induire des anticorps protecteurs spécifiques. Certaines approches se sont
concentrées sur 1’induction d’anticorps qui nuisent a la croissance du parasite, comme

démontré dans des essais in vitro utilisant I’antigene AMA1 (Ellis et al. 2009), tandis que
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d’autres ont pour but d’induire des anticorps qui permettent d’atteindre leur effet en

collaboration avec des cellules effectrices (Druilhe et al. 2005).

Il'y a trois défis particuliers pour le développement de vaccins contre les stades
sanguins. L’un est la difficult¢ d’exprimer des formes recombinantes des antigénes de
Plasmodium, dans des conformations correctes, notamment a grande échelle. Le deuxieme
défi est d’induire de fortes réponses anticorps, et d’obtenir des titres €levés de fagon
durable, difficiles a obtenir méme avec une gamme de nouveaux adjuvants. La troisieme
difficulté est posee par le polymorphisme extensif de nombreux antigenes parasitaires.
Malgré la complexité de produire des antigenes dans le but d’obtenir des vaccins contre les
parasites du stade sanguin, un certain nombre d’études sont entrées en phase II d’essais
cliniques (Genton et al. 2002). Des essais ont été réalisés sur des enfants de Papouasie
Nouvelle Guinée, avec des vaccins dirigés contre des protéines impliquées au stade
sanguin, notamment la « merozoite surface protein 2 » (MSP2), avec une réduction de 62%
de la densité du parasite chez ces enfants (McCarthy et al. 2011), ou encore le « apical
membrane antigen 1 » (AMAL), avec des effets de protection partielle (M. D. Spring et al.
2009).

Récemment, 1’identification de la protéine Rh5 (Reticulocyte-binding protein
homologue 5), ligand clef de P. falciparum essentiel a 1’invasion des globules rouges, chez
toutes les souches testées jusqu’a présent, ouvre 1’espoir de développer un vaccin efficace
contre les stades sanguins. La basigine a été identifiée comme le récepteur érythrocytaire
de PfRh5 (Crosnier et al. 2011). Il a été montré que PfRH5 est une cible vaccinale
potentielle, des études ont montré que PfRH5 est sensible aux anticorps neutralisants
induits par I’immunisation par ce ligand dans un modele primate non humain du paludisme
a P. falciparum (Draper et al. 2015).

Des études antérieures indiquent qu’un vaccin combiné ciblant différents stades du
cycle de vie du parasite est susceptible de fournir une efficacité meilleure contre le
paludisme. Les recherches de Thompson FM et collaborateurs, ont ainsi combiné deux
stratégies de vaccination existante pour produire un vaccin induisant des réponses
immunitaires contre le stade pré-érythrocytaire et le stade sanguin de P. falciparum. Le
vaccin de cette etude est arrivé en phase I/1l, nommé PEV3A. PEV3A comprend des
peptides dirigés contre des protéines de sporozoite, la CSP et I’antigéne du stade sanguin,
AMAL. Apres vaccination avec le PEV3A, il a été observé des titres anticorps élevés, mais

avec une protection tres partielle (Thompson et al. 2008).
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Une autre approche consiste a cibler la transmission héte-moustique, ce sont les
vaccins bloquant la transmission (TBV). Les antigénes parasitaires exprimés par les
parasites du stade sexué (les gamétocytes) ou durant le développement du parasite dans le
moustique peuvent étre utilisés comme cibles de TBV. Ces vaccins sont des vaccins
altruistes, car ils ne protégent pas directement I’individu vacciné mais empéche la
transmission du parasite a d’autres individus via le moustique. Parmi les cibles potentielles,
on peut citer les protéines Pfs48/45 (Rener et al. 1983; Vermeulen et al. 1985), Pfs230
(Quakyi et al. 1987) et Pfs25 (Vermeulen et al. 1985).

1.5.2) Parasites vivants atténués

En 1967, Nussenzweig et collaborateurs ont rapporté que des souris immunisées
avec des sporozoites de P. berghei atténués par irradiation étaient protégées contre une
infection d’épreuve (challenge) (Nussenzweig et al. 1967). Ces études initiales sur les
rongeurs ont été¢ suivies de plusieurs études sur ’homme durant les années 1970. Ces
études ont établi que I’immunisation de volontaires humains avec des sporozoites irradiés
de P. falciparum ou P. vivax conférait une protection durable contre une infection
d’épreuve par les parasites homologues non atténués (Clyde et al. 1973; Hoffman et al.
2002). Etant donnés les résultats décevants des vaccins antipaludiques sous-unitaires, la
vaccination par des parasites vivants atténués qui avaient montré leur efficacite, est
récemment redevenue un sujet important de recherches.

S’il est possible d’induire une protection compléte contre le paludisme par

immunisation avec des sporozoites vivants atténués (Hoffman et al. 2002), ces approches
restent difficiles a envisager sur le terrain, notamment parce que la production de
sporozoites vivants, chez le moustique, est impossible a réaliser a grande échelle, d’autre
part parce qu’une injection des parasites par voie intraveineuse est nécessaire pour
I’induction efficace d’une protection (Seder et al. 2013).
Parallélement a ces premieres études chez ’homme de nombreux scientifiques ont mis
I’accent sur la compréhension des mécanismes immunitaires conduisant a la protection
stérile, de nombreuses études ont été faites dans des modéles animaux et en particulier
murins comme P. berghei, P. yoelii ou encore P. chabaudi. De nombreuses études chez la
souris ont montré que la protection induite par sporozoites irradiés repose avant tout sur
I’action des lymphocytes T, notamment CD8+, capables d’éliminer les hépatocytes infectes
(Guthmiller, Zander, and Butler 2015).
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L’atténuation génétique du parasite (GAP: genetically attenuated parasite) offre une
alternative intéressante a I’irradiation. Des travaux antérieurs utilisant des parasites de
rongeurs (P. berghei et P. yoelii) ont démontré 1’utilit¢ de 1’atténuation génétique par
délétion de genes (ou knock out: KO) exprimés au stade pré-érythrocytaire, tels que uis3 et
uis4 («up-regulated in infective sporozoites gene 3 or 4 »), qui entraine un arrét du
développement du parasite (Mueller, Labaied, et al. 2005; Mueller, Camargo, et al. 2005;
Tarun et al. 2007). L’inactivation de p52 et p36 a abouti a 1’arrét du développement du
parasite au stade hépatique (van Schaijk et al. 2008; T. Ishino, Chinzei, and Yuda 2005b).
L’immunisation de souris avec des parasites déficients en UIS3, UIS4 ou P52 induit une
protection complete de longue durée contre I’infection ultérieure avec des sporozoites
contréles pathogenes, validant la stratégie GAP (Mueller, Labaied, et al. 2005; Mueller,
Camargo, et al. 2005; Tarun et al. 2007). Par la suite, une double délétion du géne p52 et
p36 a été genérée chez P. yoelii (Labaied et al. 2007), ces genes font partis de la famille a
6-cystéine. L’infection par ce parasite PyP52/P36'/' n’a pas causé d’infection au stade
sanguin chez les souris et la vaccination avec ce méme parasite confére une protection
stérile compléte contre le parasite témoin (sporozoites) injecté en intraveineux ou par
piglre de moustiques. La méme double délétion de p52 et p36 a été réalisee chez P.
falciparum (VanBuskirk et al. 2009), mais un essai clinique chez ’homme a montré que ce
mutant n’est pas complétement atténué (M. Spring et al. 2013).

Dans une étude antérieure, le géne « sporozoite asparagine rich protein 1 » (sapl,
ou slarp) a été décrit comme essentiel pour le développement au stade hépatique de P.
yoelii (Aly et al. 2008) et P. berghei (Silvie, Goetz, and Matuschewski 2008). La protéine
est exprimée par les sporozoites dans les glandes salivaires du moustique, la suppression
du gene sapl/slarp conduit a la réduction de la transcription de géenes uis (Aly et al. 2008;
Aly et al. 2011; Silvie, Goetz, and Matuschewski 2008) chez P. yoelii et P. berghei, avec
un arrét de développement au stade hépatique et une absence de parasitémie au stade
sanguin chez les souris (Aly et al. 2008; Silvie, Goetz, and Matuschewski 2008). Une triple
délétion (KO : « Knock Out ») de p52, p36 et sapl/slarp a été réalisée chez P. falciparum.
Une étude dans un mod¢le d’infection de souris humanisées a montré que ce mutant triple
KO est complétement atténué lors du développement intra-hépatique du parasite, et
pourrait constituer un vaccin atténué plus sdr que le double mutant p52/p36 (Mikolajczak
etal. 2014).
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Des approches d’immunisation hautement efficace basées sur I’infection controlée
du paludisme humain (« controlled human malaria infection » : CHMI) ont été mises
en place, afin d’induire une plus longue immunité chez les individus.

Les volontaires sont infectés par injection de sporozoites sauvages vivants non atténués, et
recoivent simultanément un traitement prophylactique par la chloroquine. Ce procédé
d’immunisation par sporozoites sous couvert de chimioprophylaxie (CPS), initialement
développé chez la souris, a permis d’obtenir une protection compléte chez 1’homme,
persistant pendant plus de 2 ans (Belnoue et al. 2004; Roestenberg et al. 2009; Roestenberg
et al. 2011). Ces études ont révélé I’induction de lymphocytes T mémoires spécifiques du
parasite, produisant de I’interféron-y, du facteur de nécrose tumorale-o. (TNF- a), et de
I’interleukine-2 en tant que marqueurs immunologiques associés a la protection
(Roestenberg et al. 2009; Roestenberg et al. 2011). L’immunisation par la CPS permet la
maturation compléte du parasite au stade hépatique et au stade sanguin, qui s’accompagne
d’une protection ciblant le stade pré-érythrocytaire (Bijker et al. 2013; Roestenberg et al.
2011; Teirlinck et al. 2011). Des analyses des réponses anticorps contre P. falciparum ont
permis d’identifier deux antigénes pré-érythrocytaires correspondant aux protéines CSP et
LSA-1 principalement reconnues aprés une vaccination par CPS (Felgner et al. 2013).
L’immunisation par CPS a permis d’identifier une induction plus efficace des lymphocytes

B et une production d’anticorps plus rapide (Nahrendorf et al. 2014).

I1. Biologie des sporozoites de Plasmodium

Plasmodium appartient au phylum des Apicomplexa, un groupe de parasites
intracellulaires obligatoires dont certains sont responsables de maladies chez 1’homme
(comme Plasmodium, Toxoplasma) ou les animaux (comme Theileria ou Eimeria). Le
génome nucléaire de P. falciparum, la principale espece pathogéne pour 1’homme,
comprend 23 millions de paires de bases (souche de référence 3D7), est extrémement riche
en adénines et thymines (environ 80%), et est composé d’environ 5300 genes répartis sur
14 chromosomes (Gardner et al. 2002).

Le sporozoite, transmis par piqgdre du moustique anophele femelle lors de son repas
sanguin, est le stade d’infection pour I’homme, et se multiplie dans les hépatocytes, avant
de libérer des milliers de mérozoites dans la circulation sanguine, ou ils vont infecter les
érythrocytes. Les sporozoites sont formés dans les oocystes, au niveau de ’estomac du

moustique, et une fois libérés colonisent les glandes salivaires de 1’insecte. Les sporozoites
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peuvent persister sous une forme infectieuse toute la vie de 1’insecte. Lors du repas sanguin
du moustique, des sporozoites motiles sont injectés dans le derme de I’hOte. Ces
sporozoites migrent a travers le derme et gagnent le foie par la circulation sanguine. Dans
le foie, les sporozoites infectent un hépatocyte en formant une vacuole parasitophore.

Afin de pouvoir étudier dans le détail les mécanismes d’invasion et de développement du
parasite dans les hépatocytes, la plupart des laboratoires utilisent couramment deux espéces
de parasites infectant les rongeurs, P. yoelii et P. berghei, qui permettent un acces

relativement facile a toutes les phases de développement du parasite.

II.1. Structure cellulaire et motilité des sporozoites de

Plasmodium

II.1.1. Structure cellulaire

Les sporozoites de Plasmodium sont des cellules polarisées de forme allongeée,
mesurant environ 10 a 15 um de long et environ 1 um de large. Les sporozoites sont
délimités par une triple membrane, constituée par la membrane plasmique du parasite, sous
laquelle est apposé un ensemble de larges veésicules aplaties appelées complexe
membranaire interne (IMC) (S. H. I. Kappe, Buscaglia, and Nussenzweig 2004). Le cortex
du sporozoite est maintenu par des microtubules ancrés a 1’anneau polaire antérieur
(Morrissette and Sibley 2002). Un moteur actine-myosine, a I’origine de la motilité des
parasites, est situé dans 1’espace étroit entre la membrane plasmique et la membrane
extérieure de I’'IMC (S. H. I. Kappe, Buscaglia, and Nussenzweig 2004).

La surface du sporozoite est couverte d’une protéine membranaire abondante, la
circumsporozoite (CSP). La CSP est essentielle a la formation des sporozoites dans les
oocystes (R. Ménard et al. 1997), et joue de multiples roles chez les sporozoites, non
seulement lors de la colonisation des glandes salivaires du moustique mais aussi dans la
migration des sporozoites de la peau jusqu’au foie et pendant I’infection des hépatocytes
(Robert Ménard et al. 2013).

Le sporozoite contient a son extrémité apicale des vésicules sécrétoires spécifiques
des Apicomplexa, les micronemes et les rhoptries, qui définissent le complexe apical et
sécretent leur contenu de fagon séquentielle lors de la migration des parasites et 1’invasion
des cellules (Carruthers, Giddings, and Sibley 1999) (Figure 3).

Les micronemes sont des petites vésicules de densité variable qui sécretent un
diverses protéines ayant un role dans la motilité du parasite, I’adhérence aux substrats, la

migration des parasites, I’attachement et I’invasion des cellules. Parmi ces protéines, on
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compte la thrombospondin-related anonymous protein (TRAP), qui joue un réle majeur
dans la motilité du parasite, la Perforin like protein-1 (PLP-1) et la Cell traversal protein
for ookinete and sporozoite (CelTOS), impliquées dans la traversée cellulaire, ainsi que la
protéine Membrane Antigen Erythrocyte Binding Like Protein (MAEBL), indispensable a
I’invasion des glandes salivaires du moustique, ou 1’Apical membrane antigen-1 (AMAL),

impliqué dans I’invasion des cellules de I’hdte mammifere.

Apical Extreme

Polar Ring

TRAP Micronemes
) SPECT
Rhoptries MAEBL and
PPLP 1-5 Surface
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. LSA-3
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Figure 3. Schéma de la structure d’un sporozoite et les organites sécrétoires indispensable a la survie du
parasite (les micronémes, les rhoptries). Qui sont a I’origine de la sécrétion de certaines de ces principales
molécules qui lui sont associés. Les localisations des différentes protéines sporozoites qui ont été liés a la
suivie du parasite peuvent étre observées.

Les rhoptries sont des vésicules allongées, en général présentes en paire, qui sécrétent des
protéines impliquées dans 1’invasion des cellules et la formation de la vacuole
parasitophore. On distingue deux parties dans les rhoptries : le collet, qui contient des
protéines comme les RON (Rhoptry Neck Proteins), impliquées dans la formation de la
jonction mobile, et le bulbe des rhoptries, qui contient des protéines et des lipides
impliqués dans la formation de la vacuole, ou le parasite se trouve et se réplique a

I’intérieur de la cellule hote (S. H. I. Kappe, Buscaglia, and Nussenzweig 2004).
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Les sporozoites contiennent un autre organite typique des Apicomplexa,
I’apicoplaste. Il s’agit d’un plaste essentiel homologue a un chloroplaste, bien qu’il ne
développe pas de photosynthese (Foth and McFadden 2003). L’apicoplaste est notamment
impliqué dans le métabolisme des acides gras (Gardner et al. 2002), et joue un réle
essentiel dans le développement de Plasmodium chez le moustique et dans les hépatocytes
infectés (van Schaijk et al. 2014; Vaughan, Aly, and Kappe 2008; Yu et al. 2008).

I1.1.2) Motilité

Les sporozoites présentent un mode de déplacement relativement rapide appelé
motilité par glissement («gliding motility »), caractéristique des Apicomplexa. Ces
parasites sont dépourvus de cils ou flagelles, et n’étendent pas de pseudopodes. Des
sporozoites observés sur une surface plane comme une lame de microscope présentent un
mouvement circulaire. Dans un environnement plus complexe (matrices 3D comme les
tissus), les sporozoites peuvent se déplacer dans de multiples directions. Cette motilité est
essentielle pour permettre au parasite de migrer de la peau jusqu’au foie, et est médiée par
un moteur actine-myosine et des protéines adhésives sécrétées des micronémes vers la
surface du parasite.
La motilité par glissement se fait sans changement de forme, et repose sur la translocation
antéro-postérieure de molécules adhésive de surface couplées au moteur actine-myosine
localisé sous la membrane du parasite. La motilité par glissement repose sur la
redistribution antéro-postérieure (« capping ») de molécules adhésives de surface appelées
adhésines. Ces adhésines sont des protéines transmembranaires dont [I’extrémité
cytoplasmique est connectée a un moteur dépendant de I’actine (Dobrowolski and Sibley
1996; Wetzel et al. 2003) et de la myosine (Pinder et al. 1998; K. Matuschewski et al.
2001; Meissner, Schliter, and Soldati 2002).
La protéine TRAP joue un réle majeur dans la motilité des sporozoites (Sultan et al. 1997).
Il s’agit d’une protéine adhésive découverte en 1988 (Robson et al. 1995) et est conservée
dans toutes les especes de Plasmodium. TRAP est principalement située dans les
micronemes et est transportée a la surface du sporozoite aux cours de son processus de
locomotion et d’invasion (Rogers et al. 1992; Spaccapelo et al. 1997; S. Kappe et al. 1999;
Gantt et al. 2000; Pradel, Garapaty, and Frevert 2002).
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Figure 4. Les composants du moteur d’invasion du parasite Plasmodium dans les cellules.
Représentation schématique de ’organisation des composants de la machinerie d’invasion de Plasmodium.
MTIP lie la queue de MyoA localisée au niveau de la membrane interne ICM via D’interaction avec le
complexe GAP45-GAP50. La téte du domaine MyoA interagit avec de courts filaments d’actine qui sont
indirectement reliés via un tétramére d’aldose au domaine cytoplasmique des protéines transmembranaires,
qui se lient a la cellule ou aux substrats extracellulaires par I’intermédiaire de domaines adhésifs
extracellulaires (Bosch et al. 2006)

Les membres de la famille TRAP sont des protéines transmembranaires de type |
pourtant des domaines extracellulaires avec deux domaines adhésifs : un domaine A et un
domaine répété de type thrombospondine (TSR). TRAP est une protéine transmembranaire
dont I’extrémité cytoplasmique pourrait interagir avec 1’actine, via I’enzyme glycolytique
aldolase (S. H. I. Kappe, Buscaglia, and Nussenzweig 2004; Ghosh et al. 2009; Ejigiri et
al. 2012). La myosine A identifiée chez Plasmodium et Toxoplasma, est conservée chez les
Apicomplexa, et localisée sous la membrane plasmique. Elle est associée a la protéine
Myosin a Tail domain Interacting Protein (MTIP) et est ancrée au Complexe Membranaire
Interne (CMI) par I’intermédiaire des protéines Glideosome Associated Protein-45 (GAP-
45) et GAP-50 (Heintzelman and Schwartzman 1997; Heintzelman and Schwartzman
1999; Meissner, Schliter, and Soldati 2002) qui permettent de renforcer 1’espace cortical
(Frénal et al. 2010) (Figure 4).
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I1.2. Infection de I’hote mammifere

I1.2.1. Migration de la peau jusqu’au foie

Migration a travers la peau

Lors du repas sanguin, le moustique anophele femelle sonde la peau a la recherche d’un
capillaire. Pendant cette étape, il injecte dans le derme un mélange d’anticoagulants et de
vasodilatateurs présents dans sa salive ainsi qu’un faible nombre de sporozoites (entre 20
et 200). Une fois dans la peau, les sporozoites motiles se déplacent activement a travers le

tissu dermique avant de pénétrer un capillaire sanguin pour rejoindre la circulation

by

sanguine. Les sporozoites peuvent se déplacer a grand vitesse par « gliding » (J. P.
Vanderberg 1974) et sont capables de traverser les cellules de 1’h6te en perforant les
membranes (J. P. Vanderberg, Chew, and Stewart 1990; M. M. Mota, Pradel, et al. 2001).

Figure 5. Migration des sporozoites de la
peau jusqu’au foie. Les sporozoites injectés
dans la peau lors du repas sanguin du
moustique migrent a travers le derme.
Certains sporozoites sont drainés par les
vaisseaux lymphatiques et seront pour la
plupart dégradés dans le ganglion drainant.
Certains sporozoites peuvent persister dans la
peau et initier leur développement en formes
exo-érythrocytaires. Seule une fraction des
sporozoites parvient a gagner la circulation
sanguine puis a rejoindre le foie. Ces
sporozoites traversent alors plusieurs cellules
de la barriére sinusoidale et du parenchyme
hépatique, avant d’infecter un hépatocyte
dans une vacuole parasitophore, pour s’y
multiplier et s’y différencier avant la
libération des mérozoites dans la circulation
sanguine.

Parasitophorous
vacuole

Les sporozoites se deplacent a une vitesse de 1 a 2 um/sec, pendant environ une
heure, bien que la vitesse diminue progressivement avec le temps, avec un mouvement
aléatoire (Jerome P. Vanderberg and Frevert 2004; Amino et al. 2006; Amino et al. 2007).
Les sporozoites qui arrivent a atteindre la circulation sanguine, seront transportés jusqu’au
foie. Seule une fraction des sporozoites injectés parvient a rejoindre le foie, les autres

restant bloqués dans la peau ou passant dans la circulation lymphatique (Amino et al.
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2006). Dans la peau, certains sporozoites peuvent débuter un développement en formes
exo-érythrocytaires, au moins chez les Plasmodium de rongeurs P. berghei et P. yoelii
(Voza et al. 2012; Gueirard et al. 2010). Les sporozoites drainés par les vaisseaux
lymphatiques sont piéges dans les ganglions lymphatiques drainant le site de pigdre, ou la
plupart sont dégradés mais certains peuvent partiellement se développer et délivrer des
antigénes de sporozoite mais également d’EEF au systéme immunitaire (Amino et al.
2006) (Figure 5).

Séquestration dans le foie

Une fois que les sporozoites ont atteint la circulation sanguine, ils sont transporteés jusqu’au
foie par I’intermédiaire de D’artére hépatique ou la veine porte vers les sinusoides
hépatiques, qui sont bordés de cellules endotheliales et de macrophages résidents, les
cellules de Kupffer.

La séquestration rapide des sporozoites dans le sinusoide hépatique est médiée par
des interactions entre la principale protéine de surface des sporozoites, la CSP, et les
héparan sulfate proteoglycanes (HSPGs) hépatiques (R. Ménard and Nussenzweig 2000;
Photini Sinnis and Nardin 2002). La structure de la protéine de la CSP est conservée parmi
les espéces de Plasmodium infectant les rongeurs, les primates et les humains. La CSP est
constituée d’un domaine central fait de répétitions (« repeats » sur la figure 6) variables
d’une espéce plasmodiale a I’autre et contenant des épitopes B immunodominants (Godson
et al. 1983). Ces répétitions sont flanquées de deux régions conservées : la région I, une
séquence de 5 acides aminés (KLKQP) impliquée dans 1’attachement des Sporozoites aux
glandes salivaires du moustique (Sidjanski, Vanderberg, and Sinnis 1997), et la région II-
plus, une séquence de 18 acides aminés insérée au sein d’un domaine de répétition de type
thrombospondine (TSR, thrombospondin repeats), impliqué dans 1’adhérence du parasite
sur les cellules de I’hote (Holt, Pangburn, and Ginsburg 1990) (Figure 6).
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Figure 6. La protéine de la « circumsporozoite » (CSP). La CSP possede plusieurs caractéristiques
conservées chez toutes les especes de Plasmodium : une région répétée centrale (région en vert), deux régions
conservées (régions en cyan et orange), soit la région I, et le domaine thrombospondine de type | (TSR en
orange) impliquées dans 1’adhérence du parasite aux cellules hotes. Les 20 premiers résidus de la CSP ont
des caractéristiques d’une séquence signal eucaryote (Nielsen et al. 1997) et la séquence COOH-terminal
contient un signal d’ancrage GPI (d’apres (Crompton, Pierce, and Miller 2010)).

Les domaines TSR correspondent a un domaine d’une soixantaine de résidus et sont
trouvés chez différents membres d’une superfamille de protéines adhésives apparentées a
la thrombospondine. Le domaine TSR se lie avec une grande affinité aux glycoconjugués
sulfatés (Holt, Pangburn, and Ginsburg 1990). La région Il-plus de la CSP est impliquée
dans I’adhérence des sporozoites aux héparanes sulfate protéoglycanes (HSPG) hépatiques
(Cerami et al. 1992; U. Frevert et al. 1993; Cerami et al. 1994; P. Sinnis et al. 1994), et
participe a la motilité et a I’infectiosité des sporozoites (Pradel, Garapaty, and Frevert
2002; Rathore et al. 2002; Tewari et al. 2002; Tewari, Rathore, and Crisanti 2005a).
L’extrémité C-terminale de la CSP (ancrage) comprend une séquence canonique
d’insertion d’un glycophosphatidyl inositol (GPI) (McCutchan et al. 1996), participant a
son ancrage a la membrane plasmique du parasite. La suppression de cette séquence et son
remplacement par un segment transmembranaire empéchent le développement des

sporozoites dans 1’oocyste (Wang et al. 2005).

Les HSPG sont des molécules ubiquitaires présentes a la surface de la plupart des
cellules de mammiferes. Les chaines de glycosaminoglycane (GAG) de I’HSPG sont faites
de motifs récurrents disaccharidiques de N-acétyl-glucosamine et acide glucoronique qui
peuvent subir une série de modifications, donnant lieu a une grande hétérogénéité
structurelle. L’addition de sulfates est une de ces modifications et les HSPGs hépatiques
sont plus fortement sulfatés comparés aux HSPGs d’autres organes (Lyon et al. 1994), ce
qui joue un role dans le ciblage sélectif des sporozoites dans le foie (S. H. I. Kappe,

Buscaglia, and Nussenzweig 2004). La CSP interagit préférentiellement avec les HSPGs
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trés sulfatés (Pinzon-Ortiz et al. 2001; Pradel, Garapaty, and Frevert 2002) et I’attachement
des sporozoites diminue a mesure que le taux de sulfatation des chaines de GAGs diminue
(Pinzon-Ortiz et al. 2001).

Traversée de la barriere sinusoidale

Pour atteindre les hépatocytes, leurs cellules cibles, les sporozoites doivent
traverser la barriere sinusoidale. Pour cela, ils utilisent leur capacité a traverser les cellules
(Figure 7).

Blood vessel

A ‘\‘ylyl\‘.\\l‘ “’\.I A ‘t..‘.. % ’.'.'I.s.s‘\',l ‘\‘t.!'\" “‘

Liver hepatocytes

Figure 7. Traversée cellulaire des sporozoites dans le foie. Aprés injection par le moustique a 1’hote
mammifére, le sporozoite est véhiculé par la circulation sanguine jusqu’au foie. Dans le foie, le parasite passe
la barriere sinusoidale en traversant les cellules, par perforation de leur membrane. Plusieurs protéines
parasitaires sont impliquées dans la migration des sporozoites a travers les cellules, dont SPECT1 et
SPECT?2, ainsi que CelTOS. Des molécules permettant au sporozoite d’adhérer aux cellules et de se mouvoir
par glissement (TRAP) sont également indispensables au parasite (Baum et al. 2008).

La traversée cellulaire (Cell Traversal, CT) joue un réle majeur pour permettre au
sporozoite de traverser des barrieres cellulaires chez 1’hote vertébré, dans le derme et le
foie (Amino et al. 2008; T. Ishino et al. 2004). Lors de la traversée cellulaire, les
sporozoites rompent la membrane plasmique de la cellule hote et glissent a dans le
cytoplasme avant de ressortir de la cellule (M. M. Mota, Pradel, et al. 2001). Ce
phénoméne de traversée cellulaire a été observé pour la premiéere fois dans des
macrophages (J. P. Vanderberg, Chew, and Stewart 1990), et plus tard dans les cellules
épithéliales, fibroblastes et les hépatocytes (M. M. Mota, Pradel, et al. 2001; Amino et al.
2008).

Des études génétiques chez P. berghei ont permis d’identifier plusieurs protéines

parasitaires sécrétees par les micronemes et impliquées dans le processus de traversee, dont
38



« Sporozoite Protein Essential for Cell Traversal » (SPECT) (T. Ishino et al. 2004),
SPECT2, egalement nommee PLP1 (« Perforin-Like Protein 1 ») (T. Ishino, Chinzei, and
Yuda 2005b) et CelTOS (Kariu et al. 2006). La fonction de ces protéines est inconnue, a
I’exception de SPECT2/PLP1, qui contient un domaine de type Membrane Attack
Complex/Perforin (MACPF). Cette protéine est essentielle pour permettre aux sporozoites
de traverser la peau et les cellules sinusoidales. Plasmodium posséde 5 protéines a domaine
MACPF, dont seule PLP1 est exprimée au stade sporozoite (Carlton et al. 2002; Gardner et
al. 2002; Kaiser et al. 2004). Le domaine MACPF est présent dans les protéines formant
des pores dans les membranes des cellules, comme la perforine. Les protéines de type
MACPF se fixent a la membrane plasmique des cellules cibles, et apres oligomérisation et
changement de conformation, deviennent transmembranaires, avec formation d’un pore
(Peitsch et al. 1990). Le complexe d’attaque membranaire (MAC) du systéeme du
complément est inséré dans la bicouche phospholipidique de la cellule cibles formant ainsi
des canaux transmembranaires. Cela conduit a la cytolyse osmotique de la cellule cible.
MAC est composé de C5b-C6-C7-C8-C9. La protéine CelTOS est exprimée chez les
ookinétes et les sporozoites, et est impliquée a la fois dans la traversée des cellules de
I’estomac du moustique par les ookinetes, ainsi que dans la traversée cellulaire par les
sporozoites (Kariu et al. 2006). Son mécanisme d’action est inconnu, mais CelTOS

pourrait étre impliquée dans la migration a travers le cytoplasme (Kariu et al. 2006).

Role de la traversée cellulaire dans I’activation des parasites

Plusieurs études sur la traversée cellulaire des sporozoites ont proposé un réle de la
traversée dans D’activation des sporozoites et/ou des hépatocytes. Des études ont
initialement montré que les hépatocytes traversés permettent de rendre les sporozoites
compétents pour I’invasion productive (Maria M. Mota, Hafalla, and Rodriguez 2002), et
que les hépatocytes participent au développement du parasite dans la vacuole parasitophore
via I’activité du facteur de croissance des hépatocytes (HGF) libérée par les hépatocytes
traversés (Carrolo et al. 2003) (Figure 8). A I’inverse, les hépatocytes traversés ont
également été rapportés pour limiter le développement des parasites intracellulaires par
I’expression de la NO synthase inductible via I’activation de NF-kB (Torgler et al. 2008).
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Figure 8. Modé¢le d’infection des hépatocytes par les sporozoites de Plasmodium. Les sporozoites
traversent plusieurs hépatocytes, avant d’infecter une cellule cible en formant une vacuole. La migration a
travers les cellules entrainerait la sécrétion d’HGF a partir des hépatocytes. L’HGF se lie a son récepteur
MET, et permet la transduction de signaux qui favoriseraient le développement du parasite (Carrolo et al.
2003).

D’autres études ont montré que la transmigration du sporozoite dans le cytosol de la
cellule hote peut déclencher I’exocytose des protéines de micronémes, elle-méme stimulée
par une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium (Maria M. Mota,
Hafalla, and Rodriguez 2002). L’exposition aux concentrations cytosoliques de potassium
a également été suggérée comme un facteur stimulant 1’activation de 1’étape d’invasion
productive des sporozoites (K. A. Kumar et al. 2007).

Cependant, si la traversée cellulaire est clairement indispensable lors de I’infection
in vivo, lors de la migration dans le derme et a travers la barriére sinusoidale (Amino et al.
2008; T. Ishino et al. 2004), les sporozoites mutants déficients en traversée restent
infectieux in vitro, ce qui indique que la traversée cellulaire en soi n’est pas requise pour
I’étape d’infection productive. De plus, les mutants déficients en traversée (SPECT ou
SPECT2) injectés par voie intraveineuse chez la souris voient leur infectiosité restaurée
lorsque la barriére sinusoidale est altérée de facon expérimentale par déplétion des cellules
de Kupffer au chlodronate (T. Ishino, Chinzei, and Yuda 2005b; Baer et al. 2007).
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I1.2.2. Invasion productive des hépatocytes et développement des
formes exo-érythrocytaires

Une fois dans le parenchyme hépatique, les sporozoites passent d’un mode de
traversée cellulaire a un mode d’invasion productive, sans rupture membranaire mais avec
formation d’une vacuole parasitophore (voir chapitre suivant), dans laquelle ils se
différencient en formes exo-érythrocytaires réplicatives (EEFs). Les mécanismes impliqués
dans I’activation des sporozoites restent tres mal caractérisés. Les travaux de Sinnis et
Coppi ont permis de montrer que I’interaction avec les HSPGs hépatiques entraine un
clivage de la CSP, associ¢ a ’arrét de I’activité de migration et au passage au mode
d’invasion productive (Photini Sinnis and Coppi 2007; Coppi et al. 2005; Coppi et al.
2007; Coppi et al. 2011). Ces donnees suggerent que les sporozoites pourraient utiliser les
HSPGs hautement sulfatés comme GPS pour détecter leur arrivée dans le parenchyme
hépatique et s’activer au moment opportun, dans un organe situé¢ loin du site d’injection
dans la peau. Le clivage protéolytique de la CSP induit un changement de conformation et
donc de I’adhérence du sporozoite a la cellule (Coppi et al. 2011). La région | hautement
conservée dans les différentes especes de Plasmodium joue alors un role essentiel dans ce
processus (Figure 6). La CSP comprenant un domaine de répétition centrale flanquée par
une partie N-terminale contenant le site de clivage protéolytique conservé, et en C-terminal
par un domaine TSR. Lorsque le sporozoite est injecté dans la peau, la CSP a une
conformation repliée, telle que la région N-terminale masque la région C-terminale de la
TSR. Le clivage de la CSP exposerait la région TSR pour permettre I’invasion des

hépatocytes (Tewari, Rathore, and Crisanti 2005b; Coppi et al. 2011; Herrera et al. 2015).
D’autres protéines parasitaires sont impliquées dans I’activation des sporozoites.
Deux protéines parasitaires de la famille a domaine 6-cys, P52 et P36, ont été impliquées
dans le switch de la migration vers I’invasion productive. En particulier, Ishino et al ont
montré que des sporozoites de P. berghei déficients en P52 ou P36 ont une activité de
traversée cellulaire augmentée et un défaut majeur d’invasion productive (T. Ishino,
Chinzei, and Yuda 2005b). Ce role de P52 et P36 dans I’invasion a été montré non
seulement chez les Plasmodium de rongeurs mais aussi chez P. falciparum (Melissa R. van
Dijk et al. 2005; Labaied et al. 2007; van Schaijk et al. 2008). La fonction précise de ces

protéines reste a déterminer.

L’invasion productive des hépatocytes conduisant a la multiplication du parasite est
une étape indispensable et asymptomatique permettant aux sporozoites de se différencier

en formes exo-érythrocytaires (EEFs), au sein d’une vacuole, la vacuole parasitophore
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(PV), formée lors de I’invasion. Cette étape conduit au développement ultérieur des stades
érythrocytaires, phase symptomatique de la maladie chez les mammiféres (Figure 9).

Dans la vacuole parasitophore, le parasite va subir une réplication tres rapide et
intense. La PV échappe a la fusion avec les lysosomes de la cellule, protégeant le parasite
de la dégradation par la cellule (Laliberté and Carruthers 2008; Goldszmid et al. 2009). La
membrane de la PV (PVM) contient des canaux qui permettent un transfert de divers
éléments nutritifs du cytosol de 1’h6te vers la vacuole (Bano et al. 2007). Les études
utilisant la micro-injection de molécules fluorescentes ont déterminé que le passage a
travers la PVM dans I’infection du foie est restreint a des molécules de moins de 1 kDa
(Bano et al. 2007), une taille comparable & des canaux présents lors des interactions
cellule-cellule en culture (Schwarzmann et al. 1981).

Bloodstream

epatocyts

Figure 9. Développement pré-érythrocytaire du parasite Plasmodium. Une fois les sporozoites dans le
foie, ils traversent la barriere sinusoidale pour atteindre et infecter les hépatocytes, en formant une vacuole
parasitophore. A I’intérieur de la vacuole, le parasite se développe en mérozoites qui seront alors libérés dans
la circulation sanguine. La figure représente des cellules HepG2 exprimant la GFP (vert), infectées par les
parasites mCherry (en rouge), observées en microscopie confocale (Rankin et al. 2010).

La membrane de la PV émane de la membrane plasmique de la cellule héte, mais
est ensuite remodelée par des protéines d’origine parasitaire. En particulier, deux membres
de la famille ETRAMP ont été identifiés comme ayant un role majeur au stade pre-
érythrocytaire : UIS3 et UIS4 (« Up-regulated in Infectious Sporozoites ») chez P. berghei
et P. yoelii (Kai Matuschewski et al. 2002; Kaiser et al. 2004). Ces protéines sont
localisées au niveau de la membrane de PV au stade hépatique et chacune des protéines est
essentielle pour le développement au stade hépatique (Mueller, Camargo, et al. 2005;
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Mikolajczak et al. 2007). UIS3 a été décrite comme interagissant avec une protéine des
hépatocytes, L-FABP, pour permettre la croissance du parasite au stade hépatique
(Mikolajczak et al. 2007).

La multiplication d’un sporozoite en milliers de mérozoites pour former un
schizonte est un evénement complexe, car le parasite doit survivre et se développer
rapidement sans declencher la mort de la cellule héte. La schizogonie hépatique dure
environ 7 jours dans le cas de P. falciparum, alors qu’elle n’est que de 2 jours pour P.
yoelii et P. berghei. La schizogonie comprend des cycles multiples de réplication de
I’ADN et des mitoses sans division nucléaire immédiate, qui conduisent a la formation
d’un syncytium multinucléaire. Une étape appelée cytomeére consiste en l’invagination
membranaire du parasite, entourant de grands groupes de noyaux parasitaires. A ce stade,
la membrane de la PV s’est perméabilisée, observée sur la figure 9, puis I’invagination de
la membrane du parasite continue, pour finalement entourer les noyaux simples de chaque
parasite, ce qui se traduit par la formation des méroblastes qui entraine un
endommagement rapide et complete de la PV. Ceci entraine la libération les mérozoites
dans le cytoplasme de la cellule hdte. Au cours de ce processus, la cellule infectée
bourgeonne, libérant les parasites sous la forme de mérosomes, sacs membranaires

contenant des mérozoites, qui seront ensuite libérés dans la circulation sanguine.

I1l. Mécanismes d’entrée de Plasmodium dans les cellules

L’entrée des sporozoites dans les hépatocytes est une étape complexe encore trés mal
connue. Cependant, les mécanismes d’invasion des mérozoites de Plasmodium et des
tachyzoites de Toxoplasma gondii ont été assez bien caractérisés. Il a été montré que
I’invasion productive des cellules implique la formation d’une jonction mobile (Moving
Junction, MJ) entre le parasite et la cellule hote, qui permet I’internalisation du parasite

avec formation d’une vacuole parasitophore dans laquelle le parasite pourra se développer.

II1.1. Description du processus d’entrée a travers une jonction

Les mécanismes d’invasion sont globalement conservés chez les
Apicomplexa, mais ont été le mieux caractérisés dans I’invasion des mérozoites chez

Plasmodium et des tachyzoites chez Toxoplasma gondii. 1l y a plus de 35 ans, des études
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en microscopie électronique ont permis de définir la jonction comme une interface dense
en électrons au point de contact entre le parasite et la cellule héte. La jonction forme un
anneau encerclant le parasite lors de son internalisation (Aikawa et al. 1978).

Figure 10. Etapes de Pinvasion des érythrocytes par les mérozoites de Plasmodium. Aprés un
attachement a I’érythrocyte, suivi d’une réorientation du pole apical du parasite, le mérozoite établit une
jonction mobile (A). Grace au moteur d’actine-myosine le parasite pénetre dans le globule rouge (B-C), en
formant une vacuole parasitophore autour du mérozoite (D), qui s’achéve a la fin de I’invagination totale du
parasite dans I’érythrocyte (E-F) (Aikawa et al. 1978).

Le parasite commence a pénétrer dans la cellule h6te par son extrémitée apicale. Un
premier contact entre le parasite et la cellule permet la formation d’une jonction mobile
(MJ). Cette derniére assure I’ancrage du parasite a la cellule, et sa mobilisation grace au
moteur actine-myosine parasitaire propulse le parasite a I’intérieur de la cellule, au sein
d’une invagination de la membrane plasmique de la cellule aboutissant a la formation
d’une vacuole (Besteiro, Dubremetz, and Lebrun 2011; Riglar et al. 2011). L’entrée
s’accompagne du remodelage de la membrane de la vacuole, qui échappe a la fusion avec

les lysosomes présents dans la cellule hote (Mordue et al. 1999) (Figure 10).
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II1.2. Composition moléculaire de la jonction mobile
Jusqu’a récemment, la composition moléculaire de la JM était restée totalement
énigmatique. Au cours des dix dernieres anneées, diverses études ont permis d’élucider la

composition moléculaire et structurale de la jonction, et son mécanisme de formation.

I11.2.1. AMA1 et les RONs

La nature moléculaire de la MJ a initialement été caractérisée chez Toxoplasma
gondii. Suite a des expériences d’immunoprécipitation chez Toxoplasma avec des
anticorps specifiques, un complexe macromoléculaire de protéines de rhoptries,
comprenant RON2, RON4, RON5 et RON8 (Alexander et al. 2005; Lebrun et al. 2005;
Besteiro et al. 2009; M. H. Lamarque et al. 2014) a été identifié. Ces protéines sont
sécrétées par les rhoptries a I’extrémité apicale du parasite et colocalisent avec la MJ lors
de I’invasion, formant une structure en forme d’anneau caractéristique. Il a été démontré
que I’antigéne de micronéme Apical Membrane Antigen 1 (AMAL) interagit avec le
complexe macromoléculaire de la MJ qui peut étre isolé in vitro tandis que la protéine est
sécrétée a la surface des tachyzoites de Toxoplasma gondii sur les parasites
extracellulaires, et est aussi étre trouvée au niveau de la jonction au cours de I’invasion
(Alexander et al. 2005; Lebrun et al. 2005; Besteiro et al. 2009).
Par la suite, il a été montré qu’au sein des complexes RONs c¢’est la région C-terminale de
I’ectodomaine de RON2 qui lie la protéine AMAL (M. Lamarque et al. 2011a; Tyler and
Boothroyd 2011). Les protéines RON2, RON4, RONS5, et des orthologues d’AMAI
peuvent étre retrouvés dans le génome de différents Apicomplexa différentes que ce soit
(Plasmodium, Toxoplasma, Neospora, Eimeria, Theileria, et Babesia...). Cela suggere

qu’une fonction de la jonction mobile est conservée au sein de ces parasites.
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Figure 11. Formation de la jonction entre le tachyzoite et la cellule hdte. Sécrétion et exportation des
protéines de rhoptries (RON2, RON4, RON5 et RONS8) a la membrane de la cellule hdte. AMAL sécrétée a la
surface du parasite, va venir se lier 8 RON2 pour former la jonction mobile et permettre 1’entrée du parasite
dans la cellule héte (Tonkin et al. 2011).
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En 2009, Besteiro et al ont proposé un mécanisme remarquable par lequel les
parasites fournissent a la fois le ligand et le récepteur afin de former la jonction mobile
entre la membrane de la cellule héte et le parasite, lors de 1’invasion (Besteiro et al. 2009)
(Figure 11).

Apreés attachement du zoite a la cellule, les protéines RONs sont sécrétées des
rhoptries et exportées au niveau de la membrane de la cellule hote. RON2 adopte une
conformation transmembranaire de telle sorte que la boucle de la région C-terminale est
exposee a la surface de la cellule hdte (M. Lamarque et al. 2011a; Srinivasan et al. 2011).
Les protéines RON4 et RON5 (et RONS8) ne presentent pas de régions transmembranaires
et semblent localisées entiérement dans le cytosol de la cellule héte, ou elles pourraient
interagir avec le cytosquelette de la cellule hote (Riglar et al. 2011; Srinivasan et al. 2011;
Takemae et al. 2013). Ce complexe pourrait fournir un lien physigque entre le cytosquelette
cortical des deux cellules pour servir de structure d’ancrage stable sur laquelle le zoite peut
exercer une traction (Hossain, Dhawan, and Mohmmed 2012). AMAL sécrétée a la surface
du parasite vient se lier aux protéines de rhoptries RON2, permettant ainsi 1’invasion du

parasite dans la cellule héte.

II1.2.2. Données de structures

AMAL est une protéine membranaire de type I, conservée au sein du genre
Plasmodium (Richard et al. 2010; Waters et al. 1990). La région extracellulaire se
compose de trois domaines: le domaine | en N-terminal, le domaine central II, et le
domaine 111 en C-terminal (Hodder et al. 1996; Nair et al. 2002).
Le domaine I est caractérisé par la présence d’un sillon hydrophobe (Bai et al. 2005; Lim
et al. 2014). La nature topologique de ce creux chez P. falciparum est également conservée
chez P. vivax (Pizarro et al. 2005) ainsi que chez Toxoplasma gondii (Crawford, Tonkin, et
al. 2010), et contient un certain nombre de résidus qui sont conservés ou semi-conserves a
travers les especes de Plasmodium, ainsi que d’autres membres des Apicomplexa (Chesne-
Seck et al. 2005). La région hydrophobe de DI est entourée d’une boucle formée dans le
domaine DII, qui affiche une forte propension a la mobilité chez P. falciparum (Coley et
al. 2007; Bai et al. 2005) et P. vivax (Pizarro et al. 2005). Chez Toxoplasma gondii, la
boucle DIl est constituée de 14 résidus plus courts que chez les orthologues de

Plasmodium, ce qui les rend moins mobile.
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Figure 12. Modé¢le d’interaction entre AMA1 et RON2 au moment de la formation de la JM chez
Toxoplasma gondii. (A) avec le domaine C-terminal exposé a I'intérieur de la cellule héte pour TJRON2,
(B) avec le domaine C-terminal exposé a I’extérieur pour TgRON2. Les acides aminés du sillon hydrophobe
sont colorés en rouge.

Chez P. falciparum, la boucle DIl englobe les résidus 346 a 396 (soit 50 acides aminés) qui
subit des changements de conformation importante ce qui révéle le site de liaison avec
PfRON2 dans le domaine I (Tonkin et al. 2011). La structure du complexe PfAMAL avec le
peptide PFRON2 cristallisée a montré une boucle DIl désordonnée (Figure 12). L absence
de polymorphismes dans cette boucle DIl suggere donc un réle important pour cette sous
structure (Chesne-Seck et al. 2005).

Grace a la co-cristallisation AMA1-RON2 chez Toxoplasma gondii et P. falciparum, il a
été mis en évidence une interaction de RON2 au niveau du sillon hydrophobe d’AMA1
(Tonkin et al. 2011; Vulliez-Le Normand et al. 2012). Ce résultat permet de renforcer le
modele d’interaction constituant le point d’ancrage de 1’entrée du parasite dans la cellule
hote avec la formation d’une vacuole parasitophore (Besteiro, Dubremetz, and Lebrun
2011; Tyler and Boothroyd 2011; Baum and Cowman 2011; Mullard 2012). Cette
association de haute affinité entre AMA1-RON2 permet ainsi de maintenir la liaison étroite

hote-parasite durant 1’invasion.
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I11.2.3. Données fonctionnelles : AMA1 et AMA1-like

La protéine AMAL

La protéine transmembranaire AMAL est sans doute une des protéines les plus
étudiées dans le phylum des Apicomplexa. Différentes études ont analysé le role d’AMA1
dans différents parasites que ce soit chez Plasmodium ou chez Toxoplasma gondii.
L’ectodomaine d’AMAL se lie étroitement avec la protéine RON2 (Tyler and Boothroyd
2011; M. Lamarque et al. 2011a), une protéine sécrétée par les rhoptries du parasite et
localisée spécifiquement a la JM, ou elle est insérée dans la membrane de la cellule hote.

AMAL1 est une protéine sécrétée par les micronemes, et exportée a la surface du
parasite. AMAL fait partie de la jonction mobile, qui est un complexe essentiel pour
I’invasion des érythrocytes par les mérozoites de Plasmodium, et les ligands qui perturbent
la fonction d’AMAT1 inhibent la croissance in vitro des stades sanguins de P. falciparum
(Collins et al. 2007; Harris et al. 2009; Henderson et al. 2007; Vulliez-Le Normand et al.
2012). En outre, un knockdown conditionnel de PfAMAL voit sa capacité d’envahir les
érythrocytes séverement altérée (Yap et al. 2014) et un knock-out du géne complet n’est
pas viable pour P. falciparum (Triglia et al. 2000). Des anticorps dirigés contre AMA1
peuvent également bloquer I’invasion des érythrocytes par P. falciparum in vitro et
contribuent a la réponse immunitaire adaptative qui protége partiellement les personnes
exposees contre le paludisme (Kennedy et al. 2002; Dicko et al. 2007; M. D. Spring et al.
2009).

Des anticorps ou des peptides qui inhibent I’interaction AMA1-RON2 réduisent
considérablement 1’invasion des cellules hotes par les mérozoites de Plasmodium (Silvie et
al. 2004; Collins et al. 2009; Richard et al. 2010; Srinivasan et al. 2011; Srinivasan et al.
2013) et les tachyzoites de Toxoplasma (Tyler and Boothroyd 2011; M. Lamarque et al.
2011a).

D’autres études ont montré que des anticorps spécifiques d’AMAI inhibent
I’infection des hépatocytes humains par les sporozoites de P. falciparum dans un modele in
vitro (Silvie et al. 2004), et que la vaccination de souris contre AMAL protege contre un
challenge par sporozoites de P. yoelii (Schussek et al. 2013). Plus récemment, une autre
étude a montré qu’une immunisation par le complexe AMA1-RON2 permettait d’induire

une meilleure protection chez la souris (Srinivasan et al. 2014).

En 2011, Giovannini et al ont obtenu un KO conditionnel du géne amal chez P.

berghei par délétion spécifique de la région non traduite en 3°, utilisant un systéme de
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recombinase activée au stade sporozoite. Les résultats ont montré que sans AMAL, les
sporozoites mutants peuvent infecter efficacement les hépatocytes et s’y développer, mais
que les mérozoites formés dans le foie sont incapables d’infecter les globules rouges
(Giovannini et al. 2011). Plus récemment, la méme équipe a rapporté 1’obtention d’un KO
d’amal chez P. berghei (Bargieri et al. 2013a). Bien que I’isolement de clones mutants se
soit révélé impossible, les auteurs ont observé une réduction partielle de I’invasion des
mérozoites déficients en amal, et confirmé 1’absence d’impact de la délétion sur 1’entrée
des sporozoites. A I’inverse, une délétion de RON4 bloque 1’invasion des mérozoites et des
sporozoites (Giovannini et al. 2011). Face a ces résultats, les auteurs ont remis en cause de
role d’AMAL1 dans la formation de la jonction, et proposé qu’AMAL joue plutdt un role

d’adhésine en amont de la jonction (Bargieri et al. 2013a).

Les homologues d’AMA1

Chez Toxoplasma, des clones défectifs pour amal n’ont €té que récemment décrits
(Bargieri et al. 2013a; M. H. Lamarque et al. 2014). L’analyse phénotypique de ces
mutants montre une réduction majeure de I’infection des cellules, mais la persistance d’une
invasion résiduelle. Des études plus poussées ont montré qu’un homologue d’AMALI,
AMAL1-like ou AMAZ2, est surexprimé chez les mutants amal-KO et peut compenser
I’absence d’AMAL et permettre au parasite d’envahir la cellule hote par formation d’une
jonction mobile via I’interaction avec RON2 (M. H. Lamarque et al. 2014). De fagon
remarquable, une double délétion d’AMA1 et AMA?2 ne suffit pas a supprimer totalement
I’invasion des tachyzoites, et chez ces mutants deux autres couples, AMA3-RON2L2 et
AMA4-RON2L1, peuvent compenser I’absence d’AMA1/2-RON2 (M. H. Lamarque et al.
2014). Ces résultats illustrent les redondances des facteurs d’entrée et la plasticité de
Toxoplasma gondii, qui possede plusieurs complexes lui permettant de former la jonction
mobile et ainsi faciliter 1’invasion.

Bien qu’il n’y ait aucun homologue d’AMAI1 évident exprimé chez les espéces de
Plasmodium, une protéine a été décrite comme paralogue a AMAL : MAEBL (Membrane
Antigen Erythrocyte Binding Like Protein) qui est une protéine de 243 kDa conservée chez
Plasmodium (S. H. Kappe et al. 1998; Blair et al. 2002; Ghai et al. 2002). Cette protéine
appartient a la famille des Erythrocyte Binding-Like (EBL). Elle posséde des régions
riches en cystéine, avec deux domaines M1 et M2 chacun possédant des similitudes avec
les domaines I et I d’AMAT1 (Figure 13) (S. H. Kappe et al. 1998).
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Figure 13. Homologie entre AMAL et MAEBL. Homologie entre les domaines DI/DII d’AMAL1 et M1-M2 de
MAEBL. Avec une identité de 24% et une similitude de 40-42% pour P. falciparum.

Les domaines de MAEBL M1 et M2 sont responsables de la reconnaissance d’un
récepteur spécifique présumé (Ghai et al. 2002). Les deux domaines sont conservés, mais
seul le domaine M2 de MAEBL semble étre essentiel pour la liaison de son récepteur sur
les érythrocytes (Ghai et al. 2002).

MAEBL est localisée au niveau des micronemes puis sécrétée a la surface du
parasite, et a un réle dans la colonisation des glandes salivaires des moustiques, ce qui a été
montré par délétion du gene chez P. berghei et P. falciparum (Kariu et al. 2002; Fu et al.
2005; Saenz et al. 2008). Des anticorps anti-MAEBL bloquent I’infection des hépatocytes
in vitro (Preiser et al. 2004). Une étude plus récente, montre que I’immunisation avec le
domaine M2 de maebl de P. yoelii, permet d’inhiber de maniére significative 1’invasion ex

vivo des mérozoites de ce parasite (Leite et al. 2015).

II1.3. Mécanismes d’activation impliqués en amont de la M]

Les tachyzoites chez Toxoplasma gondii sont capables d’infecter de nombreux
types de cellules. En revanche, les sporozoites et les mérozoites de Plasmodium sont tres
sélectifs, ils infectent les hépatocytes et les globules rouges, respectivement. Dans le cas
des mérozoites, des interactions spécifiques entre des ligands parasitaires et des récepteurs
érythrocytaires ont été caractérisées, et jouent un role clef d’activation en amont de la
formation de la jonction, pour engager le mérozoite dans le processus d’entrée. Dans le cas
des sporozoites, des facteurs cellulaires ont éte identifiés, mais les ligands du sporozoite

restent inconnus.
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II1.3.1. Interactions ligands-récepteurs lors de l'invasion des

globules rouges par les mérozoites
L’invasion des érythrocytes par le mérozoite a été étudiee en détail et les
mécanismes moléculaires sont assez bien caractérisés. Il est aujourd’hui clair que le
parasite établit de multiples interactions de type ligand-récepteur (Figure 14). Les ligands
du mérozoite appartiennent a deux familles principales : les protéines EBL (erythrocyte-
binding like) et les protéines Rh (reticulocyte-binding-like homologue). Chez P.
falciparum, Erythrocyte binding Antigen-175 (EBA-175) (Orlandi et al. 1990; Sim et al.
1994), interagit avec la glycophorine A (GYPA) (Pandey et al. 2002), EBA-140 (ou Bael)
interagit avec la glycophorine C (Maier et al. 2003), et EBA-181 (ou Jesbl) avec un
récepteur résistant a la trypsine, sensible a la neuraminidase (Gilberger et al. 2003) qui

pourrait étre la glycophorine B (Gaur et al. 2003) (Figure 14).

S

Merozolite

Figure 14. Les ligands-récepteurs spécifiques de P. falciparum sur les érythrocytes : Le bas de la figure

représente la membrane de 1’érythrocyte (en rouge) et le haut la membrane du mérozoite (en bleu).

Les protéines Rh (PfRH1, PfRH2a, PfRH2b, PfRH4 et PfRH5) sont également
impliquées dans I’invasion des mérozoites chez P. falciparum (Tham, Healer, and
Cowman 2012). PfRH5 différe des autres membres de la famille PfRH, d’une part par sa

plus petite taille, d’autre part car le géne Rh5 est essentiel, contrairement a tous les autres
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ligands (Baum et al. 2009). Elle differe également des autres PfRH par 1’absence de
domaine transmembranaire, et est maintenue a la surface des mérozoites en se liant & une
protéine riche en cystéine (Baum et al. 2009; Hayton et al. 2008; Rodriguez et al. 2008;
Wanaguru et al. 2013; Reddy et al. 2015; L. Chen et al. 2011; Weiss et al. 2015). Le
récepteur de PfRH5 a été identifié comme étant la Basigine/CD147 (Crosnier et al. 2011,
Bustamante et al. 2013; Forni et al. 2015).

La basigine est un membre de la superfamille des immunoglobulines (IgSF) et est
impliquée dans de nombreuses fonctions biologiques. Elle existe sous deux formes : une
longue (trois domaines :IgSF-L) et une courte (deux domaines : IgSF-S), cette derniere
étant I’isoforme principale exprimée sur les érythrocytes et qui interagit avec PfRH5
(Crosnier et al. 2013). La liaison basigine-RH5 semble essentielle a une étape juste en
amont de la formation de la jonction mobile, impliquant 1’ouverture d’un pore et un flux
calcique a I’interface hote-parasite (Weiss et al. 2015).

Le calcium est un des messagers précoces de la signalisation cellulaire des
eucaryotes (Erxleben et al. 1997). Chez Toxoplasma gondii une augmentation du calcium
intracellulaire déclenche la sécrétion des protéines de micronémes du parasite et lui permet
ainsi sa sortie de la cellule héte (Carruthers, Giddings, and Sibley 1999; Lovett and Sibley
2003). Cela a aussi été montré chez Plasmodium (Singh et al. 2010). Les mécanismes de
signalisation qui ménent a la libération des protéines d’invasion ne sont pas tres clairs. De
récents travaux ont montré que 1’augmentation du calcium intracellulaire était une étape clé
conduisant a la libération des protéines de micronemes comme EBA-175, qui apres
interaction avec leurs récepteurs érythrocytaires conduisent a la libération de certaines
protéines de rhoptries (Singh et al. 2010; Gao et al. 2013).

II1.3.2. Protéines du sporozoite impliquées dans l’invasion

productive
Les protéines parasitaires impliquées dans des interactions spécifiques de type
ligand-récepteur au cours de I’invasion des hépatocytes restent a identifier, mais deux
facteurs candidats ont été caractérisés, P52 et P36, appartenant a la famille des protéines a

domaine « 6-cystéines ».

La famille a domaines 6-cys comporte 14 membres chez Plasmodium (Figure 15).
Cette famille est caractérisée par la présence d’un domaine « 6-cys » d’environ 350 acides

aminés, defini par la présence de 6 cystéines conservées engagees dans 3 ponts disulfures
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qui contribuent a la structure tertiaire de ces protéines (Carter et al. 1995; Gerloff et al.
2005; Annoura et al. 2014; Parker et al. 2015). Ce domaine est typiquement présent en
tandem. La plupart des protéines 6-cys sont exprimées d’une maniére spécifique a certains
stades du cycle de vie du parasite : gameétocytes, sporozoites ou mérozoites (van Schaijk et
al. 2006; T. Ishino, Chinzei, and Yuda 2005b; Melissa R. van Dijk et al. 2005). Certaines
de ces protéines jouent un rdle dans les interactions cellule-cellule, notamment P48/45 qui
est impliquée dans 1’adhérence entre les gameétes males et femelles (Roeffen et al. 1995;

Severini et al. 1999; Talman, Blagborough, and Sinden 2010; Hirai et al. 2008; Hirai and

Mori 2010).
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Situé a la surface du gamete, Pfs48/45 possede un ancrage GPI (Gilson et al. 2006), avec
laquelle Pfs230, une protéine soluble, va s’associer (N. Kumar 1987). La suppression de
Pfs48/45 ou Pfs230, réduit considérablement la formation de zygotes (Eksi et al. 2006; M.
R. van Dijk et al. 2001).

En plus de P48/45, cing autres genes sont transcrits dans les gamétocytes, dont trois (p230,
p230p, p47) sont exclusivement exprimés dans ce stade du cycle de vie du parasite
(Melissa R. van Dijk et al. 2005; Khan et al. 2005). Des anticorps spécifiques de P48/45 ou

P230, peuvent empécher la formation du zygote chez P. falciparum et ainsi bloquer la
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transmission du parasite (Roeffen et al. 1995; Outchkourov et al. 2008). Une autre étude a
montré que les parasites mutants pour P230 chez P. falciparum produisent des gameétes
males qui ne parviennent pas a exflageller et ont par conséquent un défaut de production
d’oocystes chez le moustique (Eksi et al. 2006).

Pfs47, un paralogue de Pfs48/45, se situe sur les gameétes femelles, sa suppression chez P.
berghei, mais pas chez P. falciparum, réduit considérablement la formation d’oocystes
dans le moustique (Melissa R. van Dijk et al. 2010; van Schaijk et al. 2006).

Malgré une grande divergence des séquences, la structure a été identifiée comme étant
similaire a celle des protéines SRS (Surface antigen-1 (SAG-1)-related sequence (SRS))
chez Toxoplasma gondii (Crawford, Lamb, et al. 2010; Arredondo et al. 2012a). Une
conservation spatiale des ponts disulfures a été observee, suggérant que les domaines 6-cys

ont évolué a partir d’un ancétre commun (Arredondo et al. 2012a).

P36 et P52 (aussi appelée P36p) sont conservées chez Plasmodium et exprimées
specifiquement au stade sporozoite. Elles sont sécrétées par les micronemes, et semblent
impliquées spécifiquement lors de I’invasion productive. Une simple délétion du géne p52
chez P. berghei et P. falciparum entraine un défaut d’invasion et de développement du
parasite dans les hépatocytes (Melissa R. van Dijk et al. 2005; T. Ishino, Chinzei, and
Yuda 2005b; van Schaijk et al. 2008). Chez P. yoelii, la double délétion des genes p52 et
p36 entraine le méme défaut d’infection, associé a I’incapacité du parasite a former une
vacuole parasitophore (Labaied et al. 2007).

Le géne p52 de Plasmodium, code pour une protéine avec un ancrage GPI (Melissa R. van
Dijk et al. 2005; T. Ishino, Chinzei, and Yuda 2005b), alors que le géne p36 exprime une
protéine soluble, qui pourrait s’associer a la membrane via P52. Une étude a montré que la
délétion de I’'un de ces génes (p36 ou p52) chez P. berghei entraine une augmentation de la
traversée cellulaire (T. Ishino, Chinzei, and Yuda 2005b) et un défaut d’invasion au stade
hépatique, suggérant un role de ces protéines dans le passage du mode de traversée au
mode d’invasion productive. Il faut noter que les mutants p52/p36 produits chez P. berghei
restent capables d’infecter les souris (Annoura et al. 2012), alors que les doubles mutants
KO produits chez P. yoelii sont complétement attéenués (Labaied et al. 2007). La fonction

moléculaire de P36 et P52 reste a 1’heure actuelle inconnue.
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I11.3.3. Protéines de I'hote impliquées dans l'infection du foie par
Plasmodium

Si les facteurs parasitaires impliqués dans 1’entrée restent a identifier, plusieurs
protéines des hépatocytes ont été impliquées dans 1’entrée des sporozoites, notamment 3
facteurs d’entrée du virus de ’hépatite C : la tétraspanine CD81, le scavenger recepteur Bl
(SRBI) et le récepteur d’Ephrine EPHA2.

CD81, initialement décrite comme récepteur hépatique pour la glycoprotéine
d’enveloppe E2 du virus de I’hépatite C (Pileri et al. 1998), joue un réle majeur dans
I’infection par les sporozoites de P. falciparum et P. yoelii (Silvie et al. 2003; Silvie et al.
2006). CD81 est une proteine de 26kDa, qui appartient a la famille des tétraspanines, des
protéines a quatre domaines transmembranaire retrouvées sur de nombreux types de
cellules et impliquées dans divers processus biologiques tels que 1’adhérence cellulaire, la
migration, la fusion cellulaire, la co-stimulation, la transduction du signal et la
différenciation cellulaire. Comme les autres tétraspanines, CD81 interagit avec de
nombreux partenaires a la surface des cellules, notamment des intégrines et des molécules
de la superfamille des immunoglobulines, au sein de microdomaines membranaires riches
en cholesterol (Charrin et al. 2009). Les travaux du laboratoire ont montré que CD81 est
nécessaire a I’infection par P. falciparum et P. yoelii (Silvie et al. 2003; Silvie et al. 2006).
En revanche, P. berghei peut infecter les cellules en présence ou non de CD81 (Silvie et al.
2003). CD81 n’est pas impliqué dans la migration des sporozoites a travers les cellules
mais est indispensable a la pénétration des parasites par formation d’une vacuole
parasitophore, elle-méme indispensable a la différenciation en mérozoites chez P.
falciparum et P. yoelii. Les différentes études montrent I’existence de plusieurs voies
distinctes d’invasion des sporozoites de P. berghei, qui sont capable d’infecter un large
éventail de types cellulaire in vitro (Silvie et al. 2007).

En 2008, deux études ont montré 1’importance de SR-B1, un autre récepteur de
I’hépatite C, lors de I’infection par Plasmodium. Une premiére étude a montré que SR-B1
augmente de maniere significative la permissivité des hépatocytes a l’entrée de P.
falciparum et P. yoelii spécifiquement (Yalaoui et al. 2008), par utilisation d’anticorps ou
de cellules knock-out. Ils ont également montré que SR-B1 agit via la régulation du
cholestérol membranaire et de CD81, pour rendre la cellule hautement permissive a la
pénétration du sporozoite. L’importance de SR-B1l a également été montrée par
I’utilisation d’ARN interférence pour I’infection de P. berghei dans des cellules Huh7, et la

surexpression de SR-B1 a conduit 1’augmentation de 1’infection (Rodriguez et al. 2008).
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CDS81 n’est pas nécessaire a I’infection des Huh7 par P. berghei (Silvie et al. 2007), ce qui
suggere un possible role de SRBI indépendant de CD8L1.

Une autre protéine cellulaire a été identifi¢é comme jouant un rdle dans I’invasion
des sporozoites de Plasmodium, il s’agit du récepteur d’éphrine A2 (EPHA2) présent a la
surface des hépatocytes, et permettant la permissivité de ces cellules a I’infection par
Plasmodium (Kaushansky et al. 2015). EPHA2 appartient a la sous-famille des récepteurs
d’éphrine, une famille de protéines tyrosine kinases impliquées dans les interactions
cellulaires. Kaushansky et collaborateurs ont montré que les cellules sur-exprimant EPHA2
étaient plus permissives a I’infection par P. yoelii, alors que I’infection est réduite chez les
souris EPHA2’/" (Kaushansky et al. 2015). Les auteurs ont propose un lien entre la protéine
a domaine 6-cys P36 et EPHA2 au cours de I’infection des hépatocytes, mais 1’importance

fonctionnelle de EPHAZ2 et son éventuelle interaction avec P36 restent a démontrer.
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Objectifs



L’infection des hépatocytes par les sporozoites de Plasmodium est une étape initiale et
obligatoire du développement du parasite chez ’homme, et constitue une cible idéale pour
des approches vaccinales contre le paludisme. Cependant, les mécanismes impliqués dans
I’entrée des sporozoites dans les hépatocytes restent tres mal connus. Au cours de ma
thése, j’ai étudié les mécanismes d’invasion des hépatocytes par les sporozoites, avec les

objectifs suivants :

1] Mise en place d’outils pour obtenir des parasites transgéniques fluorescents afin de

suivre les différentes étapes d’invasion des parasites par cytométrie en flux et par

microscopie a fluorescence.

Pour cela, nous avons développé une nouvelle stratégie, Gene Out Maker Out (GOMO),
qui nous permet de modifier génétiquement le parasite tout en le rendant fluorescent
(Résultat 1). Les protéines de rhoptries étant impliquées et sécrétées au moment de la
formation de la jonction mobile, et par conséquent durant I’invasion productive, un
étiquetage de ces protéines par mCherry chez P. yoelii nous a permis de suivre la sécrétion

des rhoptries lors de I’invasion productive des cellules (Résultat 2).

2] Caractériser les cinétiques de traversée et d’invasion cellulaire des Sporozoites.

Les parasites transgéniques fluorescents nous ont permis de différencier la traversée
cellulaire de I’invasion productive dans le temps lors de 1’infection des hépatocytes par les
sporozoites. Nous avons mis en évidence la formation de vacuoles transitoires durant la
traversée cellulaire, sans sécrétion des protéines de rhoptries, donc mettant en jeu un
mécanisme différent de I’invasion productive. Par la méme occasion, nous avons découvert
que les sporozoites utilisent la perforin-like protein 1 (PLP1), une protéine impliquee dans
la traversée cellulaire, pour sortir de cette vacuole transitoire et échapper a la dégradation

par les lysosomes cellulaires (Résultat 3).

3] Etudier le rbéle de protéines parasitaires sécrétées par les micronémes au cours de

I’invasion des hépatocytes par les sporozoites.

A T’aide d’approches génétiques, nous nous sommes intéressés a trois protéines de
micronemes des sporozoites : AMAL, une protéine également exprimée par les mérozoites
et impliquée dans I’invasion des globules rouges, et P52 et P36, deux protéines de la
famille 6-cys impliquées dans I’infection du foie. Malgré la mise en place de nouvelles
stratégies de génétique moléculaire, il nous a été impossible d’invalider le géne amal chez
les stades sanguins de P. yoelii, ce qui suggére un possible réle essentiel lors de la phase
érythrocytaire (Résultat 4). Par contre, nous avons pu générer et caractériser des parasites
deéficients pour les deux génes p52 et p36, chez P. yoelii et P. berghei (Résultat 5).
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. Modeles parasitaires

Dans le cadre de ma thése, j’ai travaillé sur les parasites de rongeurs P. berghei (souche de
référence ANKA) et P. yoelii (souche de référence 17XNL), qui sont utilisés en routine du
laboratoire. Ces parasites nous donnent acces au cycle entier du parasite : le stade sanguin
dans la souris, le stade sporozoite aprés infection de moustiques, et le stade hépatique avec
infection de lignées cellulaires permissives a I’infection par ces parasites. Le laboratoire est
équipé d’un insectarium ou une colonie d’Anopheles stephensi est entretenue, pour

permettre la production en routine des sporozoites de P. yoelii et P. berghei.
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Figure 16. Le cycle complet du parasite rongeur P. yoelii réalisé en routine au laboratorie.

Ce modeéle murin nous permet de modifier génétiquement le parasite aux stades sanguins,
par recombinaison homologue apres transfection. Les délétions de génes cibles combinés a
un marquage fluorescent sont possibles, dans le but de visualiser et d’analyser les
interactions hotes-parasites in vitro et in vivo. En particulier, nous avons développé une
stratégie qui permet de deléter des génes de maniére successive apres recyclage des
marqueurs de sélection (Manzoni et al. 2014).

Ces délétions se font par introduction d’une construction ayant des domaines d’homologie

en 5” et en 3’ de part et d’autre du géne cible lors de la transfection. Ce vecteur permet
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d’obtenir des parasites knock-out fluorescents (GFP) a tous les stades du cycle parasitaire,
et sans cassette de résistance, permettant de réaliser de nouvelles modification génétiques
du parasite. Les transfections sont réalisees avec les schizontes/mérozoites érythrocytaires
(Figure 16). La sélection des parasites transgéniques est réalisée directement chez la souris,
toujours au stade sanguin, par administration de drogues diluées dans 1’eau de boisson. Les
parasites recombinants sélectionnés peuvent ensuite étre transmis aux moustiques. Au bout
de 2 semaines pour P. yoelii, ou 3 semaines pour P. bergheli, les sporozoites peuvent étre
isolés des glandes salivaires des moustiques infectés. L’utilisation de parasites fluorescents
(GFP+ ou autre) facilite le suivi du développement du parasite dans le moustique. Ces
sporozoites seront utilisés pour étudier le stade hépatique, en infectant des lignées
cellulaires in vitro (HepG2/CD8L1 et sa lignée parentale HepG2) mais également in vivo par

injection de sporozoites chez les souris (Bas droite de la figure 16).

1. Modeles cellulaires

Le principal modé¢le cellulaire utilisé pour caractériser 1’infection hépatique in vitro est le
modele HepG2/CD81. Cette lignée provient de la lignée de référence HepG2 (lignée
d’hépatocarcinome humain), qui a été modifiée par transduction lentivirale pour exprimer
le facteur d’entrée CD81, nécessaire a I’infection par P. yoelii (Silvie et al. 2003; Silvie et
al. 2006).

Contrairement a P. yoelii, les sporozoites de P. berghei peuvent infecter les cellules
hépatocytaires en 1’absence de CD81, et se développent de fagon efficace aussi bien dans
les cellules HepG2 que dans les cellules HepG2/CD81 (Silvie et al. 2007).

Aprés infection par des sporozoites GFP+, les taux d’invasion peuvent étre suivis par
microscopie a fluorescence ou par FACS. Afin de visualiser 1’invasion, les lignées
cellulaires ont été transfectées avec un vecteur lentiviral (Vectalys) permettant 1I’expression
membranaire de la protéine mCherry fusionnée a 20 acides aminés de 1’extrémité N-
terminale de la neuromoduline. L’activité de traversée cellulaire est suivie par FACS apres
incorporation de dextran fluorescent (Prudéncio et al. 2008).

Le développement des sporozoites en EEFs est analyse par FACS ou par microscopie a
fluorescence, typiquement a 24-36h pour P. yoelii. Un marquage en immunofluorescence
par des anticorps anti-UIS4 permet de révéler la membrane de la vacuole parasitophore
(Mueller, Labaied, et al. 2005; Mueller, Camargo, et al. 2005).
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Résultat 1

A rapid and robust selection procedure for generating
drug-selectable marker-free recombinant malaria

parasites

Manzoni G*, Briquet S*, Risco-Castillo V, Gaultier C, Topgu S, Ivanescu ML, Franetich
JF, Hoareau-Coudert B, Mazier D, Silvie O. (*co-first authors)

Scientific Reports 2014 Apr 23;4:4760

Contexte
Les parasites de rongeurs tels que P. berghei et P. yoelii sont de bons modeles pour étudier
les mécanismes d’invasion car le cycle complet de vie du parasite entre le moustique et
1’hdte mammifére est obtenu au laboratoire. Il est aussi possible de modifier génétiqguement
ces parasites, par recombinaison homologue. Les manipulations génétiques chez P. berghei
et P. yoelii sont réalisées sur les stades sanguins, et des étapes de sélection des parasites
recombinants sont réalisées in vivo chez la souris. Les modifications génétiques comme la
délétion des génes (knockout) ou I’étiquetage de protéines d’intérét sont des approches
utiles pour décrypter la biologie du parasite. L’invalidation de genes permet de comprendre
le r6le des protéines codées par ces genes dans le développement du parasite. L’ajout
d’étiquettes permet d’obtenir des parasites fluorescents (fluorescence verte, GFP) et/ou
luminescents a 1’aide de la luciférase (LUC), largement utilisées pour analyser et visualiser
les interactions hote-parasite in vitro et in vivo. Cependant, plusieurs modifications
génétiques successives sont actuellement difficiles a réaliser chez les Plasmodium de
rongeurs en raison du nombre limité de drogues de sélection (en pratique seule la
pyriméthamine est utilisée de facon efficace) et du nombre important de souris nécessaires
particuliérement lors d’isolement in vivo de clones de parasites transgéniques. A 1’heure
actuelle, il n’existe que deux marqueurs de sélection, la forme modifiée de la synthase
dihydrofolate-réductase-thymidylate (DHFR-TS) provenant de Toxoplasma gondii ou P.
berghei, conférant une résistance a la pyriméthamine, et la DHFR humaine (hDHFR)

conférant une résistance a la pyriméthamine ainsi qu’au compos¢ WR99210 (de Koning-
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Ward et al. 2000). La sélection avec ces deux drogues utilisées successivement n’est pas

trés efficace, et nécessite un grand nombre d’animaux avec un faible taux de réussite.

Objectifs de I’étude.
Afin de générer de facon rapide des parasites génetiguement modifiés exprimant une
cassette de fluorescence et dépourvus de gene de résistance, pour permettre des
modifications ultérieures, nous avons développé une nouvelle stratégie, appelée GOMO
(pour Gene Out Marker Out). Cette stratégie repose sur une double sélection positive et
négative associée a une sélection des parasites recombinants par cytomeétre en flux, pour
obtenir in fine des parasites mutants dépourvus de marqueurs de sélection, de facon rapide
et en utilisant un faible nombre de souris. Cette stratégie ouvre la possibilité¢ d’effectuer

ultérieurement de nouvelles modifications du génome du parasite.

Résultats.

Nous avons assemblé des vecteurs pour la transfection qui contiennent d’une part
une cassette de sélection par des drogues, d’autre part des cassettes de fluorescence. La
cassette de sélection par des drogues code pour une protéine de fusion entre la DHFR
humaine et yFCU, une protéine bifonctionnelle de levure (cytosine désaminase et uridyl-
phosphoribosyl-transférase). Cette cassette confere a la fois une résistance a la
pyriméthamine (gene DHFR, marqueur de sélection positive) et une sensibilité a la 5-
fluorocytosine (5-FC) (géne yFCU, marqueur de sélection négative). En plus de la cassette
hDHFR-yFCU, les vecteurs contiennent deux margueurs de fluorescence, GFP et mCherry.
Deux séquences identiques ont ét¢ introduites de part et d’autre des cassettes DHFR-yFCU
et mCherry. Une recombinaison entre ces séquences entraine 1’excision de la cassette
contenant les génes hDHFR-yFCU et mCherry, dans le but d’obtenir un parasite sans
marqueur de sélection, et n’exprimant qu’une cassette de fluorescence GFP ou GFP-LUC.
La stratégie comporte quatre étapes successives de sélection : 1) sélection positive avec la
pyriméthamine, 2) premier tri au cytométre en flux des parasites GFP'mCherry”, 3)
sélection négative avec le 5-FC et 4) passage au cytometre en flux pour un deuxiéme tri
des parasite GFP*'mCherry .

Cette stratégie nous a permis d’obtenir rapidement des parasites transgéniques de
rongeurs, P. berghei et P. yoelii, exprimant la GFP et /ou une proteine de fusion GFP-
luciférase, permettant d’analyser le phénotype des mutants grace a la fluorescence ou a
I’imagerie en bioluminescence. La GFP est exprimée sous le promoteur de ’'HSP70, qui

permet une expression élevée de la protéine a tous les stades parasitaires, y compris les
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sporozoites, et facilite 1’analyse quantitative de 1’invasion in vitro. L’expression de la
luciférase permet une analyse qualitative et quantitative in vivo chez la souris vivante par
bioluminescence.
Afin de valider cette stratégie, nous avons procédé a I’invalidation d’un géne décrit comme
facultatif. Des études antérieures avaient montré aucun effet phénotypique de la délétion
du gene p230p au cours du cycle de vie des parasites de rongeurs, P. berghei et P. yoelii
(Melissa R. van Dijk et al. 2010). Les parasites génétiquement modifiés P. berghei et P.
yoelii n’expriment plus ce géne, mais expriment la GFP et/ou la luciférase en 1’absence de
genes de résistance aux drogues. Ces parasites sont désormais utilisés en routine au
laboratoire et considérés comme des parasites controles.

Dans un deuxiéme temps, afin d’illustrer 1’intérét de la stratégie, le gene
« Sporozoite and Liver Stage Asparagin-Rich Protein » (SLARP) a été invalidé chez P.
berghei, pour générer des mutants exprimant la GFP et/ou la GFP-Luciférase. La protéine
SLARP est exprimée au stade pré-érythrocytaire (sporozoites et formes exo-
érythrocytaires) et est nécessaire pour le développement du parasite dans le foie. Les
parasites mutants envahissent les cellules efficacement in vitro, mais disparaissent ensuite
au bout de 24 heures d’incubation post-infection (Aly et al. 2008; Silvie, Goetz, and
Matuschewski 2008). Les parasites obtenus gréace a la stratégie GOMO, nous ont permis
d’observer 1’arrét du développement des sporozoites PPASLARP-GFP in vitro en temps
réel par microscopie a fluorescence, mais également in vivo apres injection de sporozoites

PbASLARP-GFP-LUC dans la souris, par imagerie en bioluminescence.

Un intérét de la stratégie GOMO est de permettre de recycler le marqueur de sélection par
les drogues et de permettre de réaliser aisément une deuxiéme modification génétique. A
partir des parasites exprimant la GFP, une deuxiéme modification du génome a été
introduite afin d’étiqueter des protéines de rhoptries avec mCherry, dans le but de
permettre de suivre la sécrétion de ces protéines de rhoptries lors de I’invasion des cellules
par les sporozoites. Nous avons choisi d’étiqueter deux protéines du collet des rhoptries,
RON2 et RON4, et une protéine du bulbe des rhoptries, RAP2/3 (Résultat 2). La stratégie
GOMO a aussi été utilisee pour géneérer des parasites déficients pour la traversée cellulaire,
par délétion du gene « perforin-like protein 1 » (plpl) chez P. yoelii et P. berghei, et
d’étiqueter des protéines de rhoptries avec mCherry chez les mutants knockout obtenus
(Résultat 3). Enfin, nous avons utilisé la stratégie GOMO pour cibler des protéines des
micronemes potentiellement impliquées dans 1’entrée des sporozoites, dont AMAI,

MAEBL, et les protéines a 6-cystéines P52 et P36 (Résultats 4 et 5).
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Résultat 2

CD8L is required for rhoptry discharge during host cell

invasion by Plasmodium yoelii sporozoites

Risco-Castillo V, Topgu S, Son O, Briquet S, Manzoni G, Silvie O.

Cellular Microbiology 2014 Oct;16(10):1533-48

Contexte

Les mécanismes d’infection des hépatocytes par les sporozoites de Plasmodium
sont trés mal connus. Dans d’autres mod¢les d’invasion, il a ét¢ montré que des protéines
sécrétées a partir des organites apicaux parasitaires, et notamment des rhoptries, jouent un
role dans la formation de la jonction mobile et de la vacuole parasitophore lors de
I’invasion productive (Besteiro, Dubremetz, and Lebrun 2011; Shen and Sibley 2012)
(Baum et al. 2008; Santos et al. 2009; Counihan et al. 2013). Les protéines rhoptries RON
(« Rhoptry neck proteins »), et tout particulierement RON2, localisées au niveau du col des
rhoptries, participent a la formation de la jonction mobile (Lebrun et al. 2005; Alexander et
al. 2005). A I’heure actuelle, la jonction mobile a été caractérisée chez Toxoplasma ou sur
les mérozoites chez Plasmodium, alors que la formation de la MJ par les sporozoites n’a
pas encore été caractérisée.

La protéine RON2, en particulier est insérée dans la membrane de la cellule hote et
peut interagir en trans avec la protéine AMAL sécrétée par les micronémes a la surface du
parasite (Besteiro et al. 2009; Tonkin et al. 2011; Tyler and Boothroyd 2011). L’interaction
RON2-AMAL joue un rdle central lors de I’invasion des globules rouges par les
mérozoites de Plasmodium (Narum et al. 2008; Cao et al. 2009; Collins et al. 2009;
Richard et al. 2010; M. Lamarque et al. 2011b; Srinivasan et al. 2011; Hossain, Dhawan,
and Mohmmed 2012). Les sporozoites de Plasmodium expriment également les protéines
AMAL, RON2 et RON4 (Le Roch et al. 2003; Silvie et al. 2004; Srinivasan et al. 2004;
Tufet-Bayona et al. 2009; Giovannini et al. 2011), ce qui suggere une implication de ces
protéines dans 1’invasion des hépatocytes par les sporozoites de Plasmodium. Une autre
protéine, la protéine Rhoptry Associated Protein 2/3 (RAP2/3), est présente dans les
rhoptries des mérozoites et des sporozoites de P. berghei (Tufet-Bayona et al. 2009). La

protéine RAP2/3 fait partie d’un complexe de protéines de faible poids moléculaire
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composé de trois protéines du bulbe des rhoptries chez P. falciparum, RAP1, RAP2 et
RAP3 (D. L. Baldi et al. 2000; Deborah L. Baldi et al. 2002). Contrairement a P.
falciparum, qui expriment deux protéines RAP2 et RAP3, les protéines homologues sont
codées par un seul géne (rap2/3) chez les Plasmodium de rongeurs. Tout comme RON2 et
RON4 (Tufet-Bayona et al. 2009; Giovannini et al. 2011), le géne rap2/3 est réfractaire a
une délétion chez P. berghei, ce qui suggeére une role essentiel de ces protéines au cours du
développement des stades sanguins asexués du parasite. La fonction de RAP2/3 reste
inconnue.

Afin de pouvoir visualiser les rhoptries des sporozoites, y compris lors de I’entrée, nous
avons développé une stratégie d’étiquetage de RON2, RON4 et RAP2/3 chez P. yoelii.
Gréace aux parasites P. yoelii exprimant la GFP, produit au laboratoire avec la stratégie
GOMO, nous avons effectué un étiquetage par mCherry des protéines du col des rhoptries
RON2 et RON4, ainsi que la protéine du bulbe des rhoptries RAP2/3. Notre objectif était
d’utiliser ces protéines fluorescentes comme marqueurs pour observer la formation de la
jonction et de la vacuole parasitophore. Nous avons utilisé ces parasites afin de mieux
caractériser la contribution de CD81 durant I’infection par les sporozoites. CD81 a été
identifié comme un facteur d’entrée crucial pour I’infection par P. falciparum et P. yoelii
(Silvie et al. 2003). Il est impliqué dans la phase précoce de I’infection du foie (Silvie et al.
2003; Silvie et al. 2006), mais son role pendant la formation de la MJ ou la PV reste a étre
clarifié. Nous avons notamment évalué si CD81 pouvait étre impliqué en amont ou pendant
la formation de la MJ, ou a des étapes post-invasion, apres la sécrétion des protéines de

rhoptries.

Résultats

En partant des parasites P. yoelii transgéniques exprimant la GFP (PyGFP), produits grace
a la stratégie GOMO décrite précédemment (Manzoni et al. 2014), nous avons introduit
une modification supplémentaire consistant a étiqueter 1’une des protéines de rhoptries par
mCherry, pour obtenir des parasites exprimant une protéine RON2-, RON4- ou RAP2/3-
mCherry. Nous avons ensuite analysé par microscopie a fluorescence I’expression des
protéines de fusion lors du cycle de vie du parasite, et en particulier lors de I’infection des
hépatocytes. L’analyse phénotypique a confirmé le développement normal des parasites
transgéniques par rapport a la souche parentale. Nous avons montré que les trois protéines
sont exprimées aux stades schizontes et mérozoites dans les érythrocytes isolés de souris

infectées, ainsi que dans les sporozoites isolés de moustiques infectés.
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Nous avons examiné plus précisément le devenir des trois protéines lors de I’infection des
hépatocytaires, a 1’aide d’un modele in vitro de culture de cellules HepG2 versus
HepG2/CD81. Nous avons observé une disparition de RON2 et RON4 aprés invasion
productive, obtenue uniquement dans le HepG2/CD81. Au contraire, lors de I’invasion non
productive des HepG2 on ne détecte pas de sécrétion des RONs. Contrairement aux RONSs,
dont le signal disparait pres I’entrée productive, RAP2/3-mCherry est détectée, de maniére
transitoire, dans la vacuole parasitophore, dont cette protéine pourrait constituer un
marqueur précoce. RON2-mCherry et RON4-mCherry sont encore détectées dans les
sporozoites au cours de l’infection des HepG2, mais pas a I’intérieur des cellules
HepG2/CD81, ce qui permet de différencier spécifiquement 1’invasion productive CD81-
dépendante dans les hépatocytes. De méme, la sécrétion de RAP2/3 dans la PV a été
détectée que dans les HepG2/CD81 permissive et non dans les HepG2. Ces résultats
permettent donc d’établir que CDS81 joue un rdle a une étape précoce de 1’entrée,

probablement en amont de la sécrétion des rhoptries et de la formation de la jonction.

Conclusion
Les parasites transgeniques exprimant des protéines de rhoptries marquées par la
fluorescence représentent un outil unique pour analyser la sécrétion des rhoptries lors de
I’invasion de la cellule héte. Ces parasites offrent maintenant la possibilité de développer
des approches d’imagerie en temps réel de la formation de la jonction mobile ainsi que

I’étape précoce d’invasion des sporozoites, ce qui n’a jamais été réalisé jusqu’a présent.

68



Résultat 3

Malaria sporozoites traverse host cells within transient

vacuoles

Veronica Risco-Castillo*, Selma Topgu*, Carine Marinach*, Giulia Manzoni, Amélie E.
Bigorgne, Sylvie Briquet, Xavier Baudin, Maryse Lebrun, Jean-Frangois Dubremetz and
Olivier Silvie (*co-first authors)

Cell Host & Microbe 2015 Oct 21. pii: S1931-3128(15)00388-1.

Contexte

L’invasion productive des hépatocytes par les sporozoites est précédée par une étape de
traversée cellulaire, un processus ou le sporozoite rompt la membrane des cellules et glisse
a travers leur cytoplasme (M. M. Mota, Pradel, et al. 2001). Plusieurs facteurs sont
impliqués au cours de ce processus (Bhanot et al. 2005; T. Ishino et al. 2004; T. Ishino,
Chinzei, and Yuda 2005b; Kariu et al. 2006; Moreira et al. 2008; Talman et al. 2011).
Parmi ces facteurs, la protéine perforine-like protein 1 (PLP1), aussi appelée SPECT2,
appartient a une large famille de protéines a domaine MACPF formant des pores (Kaiser et
al. 2004), et dont I’activité membranolytique a été démontrée (Garg et al. 2013). Ishino et
collaborateurs, ont proposé que le réle de PLP1 est de perforer la membrane de la cellule
hote afin de faciliter I’entrée des parasites durant la traversée cellulaire (T. Ishino, Chinzei,
and Yuda 2005b). Cependant, les mécanismes utilisés pour 1’entrée et la sortie de la cellule
durant la traversée cellulaire restent inconnus.

L’observation selon laquelle les sporozoites traversent plusieurs hépatocytes in vitro et in
Vvivo avant 1’étape d’invasion productive d’un hépatocyte cible, a conduit a I’hypothése que
la traversée cellulaire participe a I’activation du parasite pour 1’invasion productive (M. M.
Mota, Pradel, et al. 2001; Maria M. Mota, Hafalla, and Rodriguez 2002; Ute Frevert et al.
2005). Cependant, cette hypothése a été remise en cause par 1’observation que les
sporozoites de P. berghei déficients pour la traversée cellulaire (par exemple aprés
knockout de plpl) peuvent infecter et se développer dans les hépatocytes in vitro (T. Ishino
et al. 2004; T. Ishino, Chinzei, and Yuda 2005b; Amino et al. 2008). Par contre, ces

mutants présentent une réduction majeure d’infectiosité in vivo (T. Ishino, Chinzei, and
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Yuda 2005b; Amino et al. 2008; Tavares et al. 2013). Ces résultats suggerent fortement
que le parasite utilise principalement la traversée des cellules dans sa progression a travers
le derme et la barriére sinusoidale du foie, pour finalement atteindre les hépatocytes ou il
peut se développer. Une étude a révélé que les parasites deficients en plpl peuvent infecter
les hépatocytes plus précocement que les parasites contréles, suggérant que la traversée
cellulaire pourrait retarder plutdt qu’activer I’invasion productive par le sporozoite (Amino
et al. 2008). Cependant, les cinétiques de traversée cellulaire et d’invasion productive n’ont

pas été examinées en deétail dans ces différentes études.

Résultats

La combinaison de la nouvelle souche de P. yoelii PyGFP, exprimant la GFP de fagon
constitutive (Manzoni et al. 2014), et les lignées hépatocytaires HepG2 versus
HepG2/CD81 (Silvie et al. 2006), nous a permis de caractériser les mécanismes temporels
et moléculaires qui régissent la traversée cellulaire et I’invasion productive. La traversée
cellulaire a lieu dans les deux lignées cellulaires alors que I’invasion productive est
uniquement observée dans les HepG2/CD81, car CD81 est nécessaire a 1’infection par les
sporozoites de P. yoelii dans les hépatocytes (Silvie et al. 2003; Silvie et al. 2006; Risco-
Castillo et al. 2014). La détection par cytométrie en flux de la prise de dextran fluorescent
(rhodamine-dextran, RD) par les cellules traversees (M. M. Mota, Pradel, et al. 2001)
permet de différencier la traversée cellulaire (entrée du RD dans la cellule au moment de la
rupture membranaire par le sporozoite) de I’invasion sans rupture membranaire (grace a la
fluorescence des parasites PyGFP). Cependant, le test au dextran, s’il permet de quantifier
I’activité de traversée cellulaire, reste indirect, et la simple détection des parasites PyGFP
ne suffit pas a différencier I’invasion productive des événements non-productifs. Pour
pallier ce probléme, nous avons développé un nouveau test basé sur 1’analyse du
développement des EEFs apres dissociation et réensemencement des cultures infectées.
Nos résultats montrent que les parasites détectés dans les HepG2/CD81 a des temps
précoces correspondent a des évenements d’entrée non-productifs, et que 1’invasion
productive, caractérisée par le développement des parasites en EEFs, survient de maniére
retardée in vitro.

P. yoelii peut traverser les cellules HepG2 mais pas les infecter, car elles n’expriment pas
le facteur d’entrée CD81. En analysant les cinétiques d’invasion dans ces cellules, nous
avons observé un pourcentage €élevé de cellules GFP-positives (envahie par un sporozoite

PyGFP) mais dextran-négatives a des temps precoces in vitro. Cette observation originale
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implique que le parasite ne perfore pas la membrane cellulaire au moment de I’entrée
durant la CT, comme décrit jusqu’a maintenant (M. M. Mota, Pradel, et al. 2001; T. Ishino,
Chinzei, and Yuda 2005b), et pourrait former des vacuoles non-productives. Nous avons
pu confirmer I’existence de ces vacuoles non-productives par microscopie électronique et
microscopie a fluorescence en utilisant des marqueurs membranaires de la cellule. Grace a
la vidéo-microscopie confocale, nous avons pu suivre la sortie de sporozoites de vacuoles
non-productives. Ces données révelent la formation d’une vacuole transitoire (TV) durant
la traversée cellulaire. A 1’aide des parasites PyG(PV) FP exprimant RON4-mCherry, nous
avons pu observer que la formation de cette TV ne s’accompagne pas de la sécrétion des
rhoptries, a la différence des vacuoles parasitophores productives. En outre, la membrane
de la TV s’avere différente de celle de la PV, qui elle est remodelée, probablement lors de
I’invasion a travers une jonction mobile.

Nous avons ensuite émis 1’hypothése que PLP1, qui est nécessaire pour la traversée
cellulaire, pourrait étre impliquée dans la sortie de la TV. Pour mieux évaluer son réle, des
parasites déficients pour plpl ont été générés a 1’aide de la stratégie GOMO, chez P. yoelii.
De maniére trés intéressante, une accumulation des parasites PyAplp-GFP a été observée
dans les cellules HepG2, ou I’invasion productive n’est pas possible. Nous avons montré
que les sporozoites PyAplp1-GFP sont bloqués dans les TV, ce qui montre que PLP1 n’est
pas nécessaire pour 1’entrée lors de la traversée cellulaire mais pour la sortie des vacuoles
transitoires. Ces mémes sporozoites bloqués dans la TV des cellules, ne pouvant se

développer dans les HepG2, sont éliminés apreés fusion avec les lysosomes de la cellule.

Conclusion
Nos résultats montrent I’existence d’une vacuole transitoire formée autour des Sporozoites
lors de la traversee cellulaire. Cette TV est différente de la PV tant au niveau de sa
composition membranaire que dans son mécanisme de formation. Alors que la formation
de la PV définit I’invasion productive et aboutit au développement du parasite, il n’y a pas
de réplication du parasite dans la TV. Nos résultats révelent donc que le parasite utilise la
sortie de vacuoles non-productives ou le remodelage de la membrane des vacuoles

productives comme moyens d’échapper aux défenses cellulaires de 1’hote.
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Résultat 4

Analyse génétique moléculaire d’AMAI1 chez P. yoelii

Introduction

Les Apicomplexa sont des parasites intracellulaires qui envahissent obligatoirement
une cellule hoéte au cours de leur cycle de vie. Le mécanisme d’invasion des cellules hotes
est conservé chez ces parasites, et implique la formation d’une zone de fixation de
I’extrémité apicale du parasite avec la membrane de la cellule héte, conduisant a la
formation d’une jonction mobile (Moving Junction, MJ). La MJ est un pont moléculaire
entre le moteur sous membranaire d’actine-myosine du parasite et des récepteurs de la
cellule hote. Cet ancrage est stable et associée a la surface de la cellule héte et du parasite
pour permettre 1’entrée et la formation d’une vacuole parasitophore. Ce processus
d’invasion comprend une série d’étapes étroitement régulées. Des études chez Toxoplasma
ont montré que la jonction mobile au niveau du site d’entrée du parasite implique une
interaction entre AMAL (apical membrane antigen 1), une protéine des micronemes
sécrétée a la surface des tachyzoites, et RON2, une protéine sécrétée des rhoptries et
exportée a la membrane plasmique de la cellule cible sous la forme de complexes RONs
(Alexander et al. 2005; Manzoni et al. 2014; Besteiro et al. 2009; M. H. Lamarque et al.
2014). RON2 se retrouve exposee a la surface de la cellule hdte pour servir de récepteur a
AMAL pour former la jonction (Alexander et al. 2005; Lebrun et al. 2005). AMAL1 et les
protéines RONSs sont également présentes chez Plasmodium, notamment P. falciparum ou
un réle similaire a été montré lors de I’entrée des mérozoites dans les globules rouges
(Collins et al. 2007; Harris et al. 2009; Henderson et al. 2007; Vulliez-Le Normand et al.
2012). AMAL1 a été décrit comme essentiel chez P. falciparum, ou le géne est réfractaire a
la délétion (Yap et al. 2014). De plus, des anticorps anti-AMA1 et des peptides interférant
avec l’interaction AMAMI-RON2 bloquent I’infection des globules rouges par P.
falciparum (Triglia et al. 2000). AMAL est considérée comme une cible potentielle pour
des vaccins antipaludiques érythrocytaires.

A la différence de Toxoplasma ou des mérozoites de Plasmodium, les mécanismes
d’entrée des sporozoites de Plasmodium sont bien moins connus, et la jonction formée par
les sporozoites lors de I'infection des hépatocytes n’a jamais été caractérisée a ce jour.
AMAL et les RONs sont également exprimeés par les sporozoites de Plasmodium (Tufet-

Bayona et al. 2009). Un r6le d’AMA1 chez les sporozoites de P. falciparum a été suggéré
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par I’observation que des anticorps anti-AMAL bloquent I’infection d’hépatocytes humains
par P. falciparum (Silvie et al. 2004). Cependant, une approche de KO conditionnel
d’amal chez P. berghei a montré que la protéine est essentielle au stade mérozoite
seulement, mais pas lors de I’entrée dans les hépatocytes, qui s’avére inchangée malgré la
déplétion d’AMAL1 (Giovannini et al. 2011). Plus récemment, la méme équipe a rapporté
I’obtention d’un parasite KO pour amal, toujours chez P. berghei (Bargieri et al. 2013b).
Les résultats confirment ’absence apparente de réle d’AMAI1 dans I’infection du foie, et
montrent que les mérozoites de P. berghei KO pour amal parviennent a infecter les
globules rouges, méme si les auteurs n’ont pas réussi a isoler de clones invalidés pour
AMAL. Le gene amal a également pu étre délété de Toxoplasma, et les études
phénotypiques ont montré que les tachyzoites mutants présentent une capacité d’invasion
résiduelle >20% (Besteiro et al. 2009; M. H. Lamarque et al. 2014). Ces différents résultats
ont amené certains a remettre en cause le role d’AMAL dans la formation de la jonction
mobile, non seulement chez les sporozoites mais plus généralement chez les zoites des
Apicomplexa (Giovannini et al. 2011; Besteiro et al. 2009; M. H. Lamarque et al. 2014).
Cependant, une autre étude plus récente a démontré que chez les mutants de T. gondii KO
pour amal, on observe une surexpression de génes amal-like, ce qui suggere que la
fonction « AMAL » est essentielle, mais peut étre assurer par d’autres protéines
homologues en ’absence d’AMA1, au moins chez Toxoplasma (M. H. Lamarque et al.
2014).

Les données sur le role d’AMA1 chez les sporozoites ne sont pas concordantes.
D’une part des anticorps anti-AMA 1 peuvent bloquer I’infection par des sporozoites de P.
falciparum in vitro (Silvie et al. 2004) et de P. yoelii in vivo (Schussek et al. 2013). D’autre
part, les sporozoites de P. berghei déficients en AMAL ne présentent pas de défaut
d’invasion (Giovannini et al. 2011; Bargieri et al. 2013b). L’ensemble des résultats publiés
sur AMAL suggére trois hypothéses : i) AMAL pourrait jouer un rdle essentiel dans la
formation de la jonction par P. falciparum et P. yoelii, mais pas P. berghei; ii) AMAL est
impliquée comme adhésine, en amont de la formation de la jonction des mérozoites, mais
pas des sporozoites ; iii) les sporozoites infectent les hépatocytes sans former de jonction
« conventionnelle ». Les études précédentes du laboratoire ont montré que contrairement a
P. berghei, I’infection par P. yoelii et P. falciparum nécessite 1I’expression de CD81 a la
surface des hépatocytes. Notre objectif a donc été de déterminer le role d’AMAL dans
I’invasion productive des sporozoites de P. yoelii, en utilisant des approches génétiques.
En particulier, nous avons décidé de tenter d’invalider le géne amal chez P. yoelii. Pour

cela, nous avons successivement développé trois approches :
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1) une approche directe de knockout par la stratégie GOMO
2) une approche en deux étapes (KIGOMO)

3) une approche basée sur CRISPR/Cas9 et la complémentation génétique

Résultats et discussion

1. Stratégie directe de délétion du gene amal chez P. yoelii par

GOMO
Nous avons utilisé une approche directe pour exciser le géne Pyamal, ceci grace a
I’approche GOMO (Gene Out Maker Out), une stratégie mise en place au laboratoire
(Manzoni et al. 2014). 11 s’agit d’une approche rapide et efficace, permettant d’obtenir des
mutants GFP+ et sans gene de résistance, et par conséquent remodifiable. Cette délétion
repose sur la recombinaison homologue entre la séquence du gene cible dans le génome du
parasite et une construction d’ADN qui contient une double cassette de sélection. Deux
étapes de sélection, combinées a un tri par FACS des parasites, permettent d’obtenir

rapidement des parasites fluorescents (Résultat 1 (Manzoni et al. 2014)).
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Figure 17. Stratégie GOMO (Gene Out Marker Out). Insertion d’un plasmide avec des fragments
d’homologie en 5’ et 3° de part et d’autre du géne amal, et contenant une cassette GFP sous le contréle du
promoteur PbHSP70, une cassette hDHFR-yFCU et une cassette mCherry. Ces deux derniéres seront
éliminées aprés recombinaison homologue a ’intérieur de la construction. Les fragments 3’UTR sont deux
fragments homologues permettant d’exciser les marqueurs de résistance et la fluorescence mCherry. P1 a P12
sont les sites des amorces utilisées pour les PCR de génotypage (Manzoni et al. 2014).



Nous avons produit un vecteur plasmidique pour déléter le géne amal chez P.
yoelii, en introduisant deux fragments d’homologie 5’ et 3* de part et d’autre de la cassette
de sélection dans le plasmide GOMO-GFP. Puis une transfection chez P. yoelii par
électroporation de schizontes purifiés a été réalisée, immédiatement suivie de I’injection
des parasites transfectés chez une souris. Apres traitement a la pyriméthamine, nous avons
pu sélectionner des parasites résistants. Un premier tri a été réalisé afin de sélectionner les
parasites ayant incorporé la construction (parasites GFP*/mCherry™). Aprés injection de ces
parasites dans une nouvelle souris et traitement au 5FC, une deuxiéme analyse par FACS a
été réalisée, dans le but de trier les parasites GFP*/mCherry, qui correspondent aux
parasites ayant intégré la construction et subi une recombinaison des fragments 3’UTR (en
rose sur la figure 17). Dans les expériences de transfection reéalisées avec cette
construction, nous n’avons jamais pu observer de parasite GFP*/mCherry” aprés 1’étape de
sélection au 5FC, ce qui suggere que les parasites sélectionnés précédemment étaient
uniquement des parasites porteurs de la construction sous forme épisomale. Cela a été
confirmé par PCR, qui nous a permis de constater I’absence d’intégration de la

construction dans le locus amal (Figure 18).

1st selection 2nd selection
(pyrimethamine) (5-FC)

Figure 18. Génotypage des parasites transfectés avec la construction GOMO-AMAL. Analyse par PCR
de ’ADN génomique isolé des parasites récupérés apres la premiére étape de sélection positive avec la
pyriméthamine (gauche de I’image) et aprés la deuxiéme étape de sélection négative avec le 5-FC (droite de
I’image), aprés un tri des parasites GFP"mCherry” et GFP*mCherry” respectivement, au cytométre en flux. La
présence de parasites WT (800-bp), et I’absence d’intégration en 5’ (1200-bp) et en 3’ (1100-bp) indique
I’absence d’intégration de la construction dans le parasite. P1 a P12 représentent les amorces utilisées pour le
génotypage, et sont représentées la figure 17.



2. Stratégie indirecte de délétion du gene amal chez P. yoelii par
KIGOMO

Face a I’échec de la stratégie GOMO ciblant amal chez P. yoelii, deux hypotheses ont
été envisagees : i) AMAL est essentiel chez P. yoelii ; ii) la stratégic GOMO n’est pas
assez efficace pour ce gene. En effet, comme pour toute stratégie de knockout par double
recombinaison homologue, le rendement de GOMO est limité d’une part par le rendement
de la transfection, d’autre part par le faible rendement de double recombinaison
homologue.

Afin d’augmenter le rendement de recombinaison, une nouvelle stratégie a été mise en
place. I s’agit d’une invalidation du géne de maniére indirecte et en deux étapes :
KIGOMO (Knock In Gene Out Marker Out). La premiére étape consiste en 1’intégration de
la construction (« KI »), en aval du géne amal, sans invalider le géne, chez des parasites
déja GFP (PyGFP, locus p230p). La construction utilisée contient un géne de sélection
négative (yFCU), une cassette de fluorescence rouge (mCherry) et un fragment
d’homologie également présent en amont du gene (Figure 19). Aprés sélection des
parasites ayant intégré cette construction en aval d’amal, une deuxieme étape de sélection
(négative) par exposition au SFC permet d’isoler des parasites ayant excisé la cassette
yFCU, par recombinaison entre les deux séquences identiques, excisant de facon

simultanée non seulement le géne yFCU mais aussi la cassette mCherry et le gene amal.
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Figure 19. Génération de parasites P. yoeliiAamal avec la stratégie indirecte KIGOMO. Apres mise en
culture, les parasites PyGFP (1) sont transfectés avec la construction KIGOMO (1), une premiere sélection
positive avec la pyriméthamine suivie d’un tri au FACS permet de récupérer les parasite GFP"mCherry” (111).
Apres clonage des parasites, une deuxiéme étape de sélection négative avec le 5-FC permet en théorie
d’obtenir des parasites GFP*'mCherry™ (1V), aprés excision du géne amal et des cassettes hDHFR-yFCU et
mCherry.



L’inconvénient de cette stratégie est de rajouter une étape de « knock-in » imposant un
clonage des parasites recombinants avant la deuxieme étape. Par contre, la stratégie
KIGOMO permet d’améliorer le rendement de la recombinaison KO car lors de la
deuxiéme étape nous partons d’une population totalement recombinante « knock-in » (ce
qui équivaut a un rendement de transfection de 100%), et la recombinaison d’excision
correspond & un simple crossing-over, plus fréquent que le double. La cassette GFP
intégrée a un autre locus (P230p) permet de suivre les parasites, et la cassette mCherry
permet de detecter les événements de recombinaison avec perte d’amal (perte

concomitante de la fluorescence mCherry).

Afin de visualiser la premiére recombinaison apres transfection, la parasitémie a été suivie
par cytométrie en flux. Nous avons pu observer des parasites GFP"mCherry”, qui ont été
isolés par tri au FACS (Figure 19, III). Le génotypage par PCR, a I’aide d’amorces
specifiques des différentes recombinaisons attendues, nous a permis de valider
’intégration de la construction chez les parasites GFP'mCherry” et I’absence (aprés
clonage des parasites) d’une contamination par la population parentale n’ayant pas intégré
la construction KIGOMO (Figure 19, 1I1). Le locus amal WT est toujours détecté a cette

étape, puisqu’il ne s’agit alors que de I’étape « knock-in ».

Py GFP Py amal KIGOMO

Figure 20. Génotypage des parasites P. yoelii apres transfection KIGOMO. L’ ADN a été préparé a partir
de stade sanguin des parasites aprés traitement a la pyriméthamine et passage au trieur. Le génotypage par
PCR confirme I’obtention de parasites KI (droite). La présence d’une bande WT refléte la présence d’AMA1
(791 _bp). Les autres combinaisons d’amorces utilisées sont spécifiques de I’intégration en 5° (1915-bp chez
KI seulement), I’intégration en 3 (4270-bp chez le parasite WT, 1898-bp chez le KI), de I’excision (2743-bp
apres excision) et du locus WT pour les parasites contréles n’ayant pas intégrés de construction (WT integr.).

P1 a P12 représentent les amorces utilisés pour le génotypage, comme indiqué sur la figure 19.
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Ensuite, les parasites recombinants KIGOMO (Figure 19, IlI) ont été traités avec la
deuxiéme drogue (5-FC), afin de sélectionner des parasites knock-out (par excision des
cassettes et du géne amal). Une forte diminution de la parasitémie a pu étre initialement
observée sous 5FC, suivie d’une augmentation liée a I’apparition de parasites résistants au
5FC. Alors que nous attendions une population GFP'mCherry’, seuls des parasites

GFP"mCherry” ont été observés.
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Figure 21. Analyse au cytometre en flux. Apres la premiére sélection avec la pyriméthamine et isolement
de populations knock-in, les parasites GFP"mCherry” sont traités avec la seconde drogue 5-FC, afin d’obtenir
une population ayant excise le géne ainsi que les marqueurs de sélection. Apres quelques jours de traitement
la population émergente est une population GFP*mCherry*, correspondant vraisemblablement & des parasites
ayant acquis une résistance au 5-FC, sans excision de la construction.

Pour confirmer 1’absence de parasites PyAamal un genotypage a été reéalisé aprés la
premiére sélection a la pyriméthamine, ainsi qu’apres la deuxieme sélection au 5-FC. Les
résultats du génotypage sont identiques avant ou apres la deuxiéme sélection, montrant la
présence de parasite exprimant Pyamal, ayant intégré la construction, mais n’ayant pas
excise ni le géne Pyamal ni les marqueurs de sélection (Figure 19-111).
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Py GFP Py amal KIGOMO

Figure 22. Analyse de ’ADN génomique des parasites P. yoelii apres 5-FC. L’ADN a été isolé des
parasites au stade sanguin aprés traitement par 5-FC. Avec comme contréle PyGFP a gauche de chaque
analyse. Nous pouvons voir une bonne intégration en 5 et en 3’ grace aux différentes combinaisons
d’amorces utilisées, ainsi que la présence d’amal et 1’absence de parasites n’ayant pas intégré la
construction. Apres la deuxiéme sélection au 5-FC, on retrouve le méme génotype qu’aprés la premiére
sélection avec la pyriméthamine.

L’expérience a été répétée, mais il nous a été impossible d’obtenir des parasites
PyAamal au stade sanguin (Figure 22). Face a I’échec de la stratégie KIGOMO, nous
avons conclu qu’AMAL est véritablement essentiel aux stades sanguins chez P. yoelii. En
parallele, nous avons utilis€¢ 1’approche KIGOMO avec succes pour invalider en deux

temps les génes p52 et p36 chez P. yoelii (voir résultats 5).

3. Combinaison de la stratégie CRISPR-Cas et KICAGOMO
Suite aux échecs des tentatives de knock-out d’amal chez P. yoelii, nous avons
décide de developper une troisieme approche, consistant a complémenter le parasite par
une copie épisomale du gene Pyamal pour permettre dans un deuxiéme temps
I’¢élimination de la copie endogene par KI-GOMO. Notre objectif était d’obtenir des
parasites déplétés en AMAL au stade sporozoite, grace notamment a une expression

conditionnelle de la copie épisomale additionnelle. Un probléme cependant -eétait
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d’introduire deux modifications simultanément dans le génome de parasites GFP (PyGFP)
- d’une part la construction knock-in (KIGOMO), d’autre part la construction épisomale a
1’aide du seul facteur de sélection dont nous disposions, la pyriméthamine. Pour résoudre
ce probléme, nous avons choisi d’utiliser la technologie CRISPR/Cas9, afin d’obtenir
I’intégration d’une construction KIGOMO modifiée, dépourvue de géne de résistance a la

pyriméthamine.

Le systeme CRISPR a été découvert en 1987 chez E. coli ((Y. Ishino et al. 1987).
Cependant, I’intérét de ces éléments génétiques a augmenté au début des années 2000 et
plusieurs protéines associees au systeme CRISPR dont «cas» ont été décrites chez
plusieurs procaryotes (Jansen et al. 2002; Mojica et al. 2000). Le systétme CRISPR-Cas9
est un meécanisme de défense adaptatif utiliseé par les bactéries et les Archaea pour la
dégradation du matériel génétique qui leur est étranger. Dans ces organismes, le matériel
génétique étranger provenant d’un bactériophage est acquis et intégré dans le locus
CRISPR (van der Oost et al. 2014; Hsu, Lander, and Zhang 2014; Jinek et al. 2012). Ce
nouveau matériau, aussi reconnu comme un élément d’espacement (« Spacer »), crée un
fragment spécifique de la séquence utilisée pour la résistance contre une future infection
bactériophage. Ces fragments spécifiques d’une séquence sont convertis en CRISPR
contenant un fragment court d’ARNsg (crARNsg) et fonctionnent comme guide pour
diriger le clivage de I’ADN complémentaire invasif par 1’activité nucléase de la protéine
associée Cas, également codée par le locus CRISPR (van der Oost et al. 2014; Hsu,
Lander, and Zhang 2014). Ce systéeme a été a ’origine d’une nucléase programmable qui
peut introduire une coupure double brin (DSB : Double-Strand break) a un site spécifique
sur un chromosome par I’expression hétérologue de deux composants : la nucléase cas9 et
un ciblage par un guide unique d’ARN (ARNsg) (Jinek et al. 2012). L’ARN court
synthétique est composé d’une séquence de liaison a la cas9 et d’un « spacer » de 20
nucléotides défini par I’utilisateur, correspondant a une séquence génomique dans le locus
ciblé. La cassure double brin spécifique introduite par le systtme CRISPR/cas9 peut étre
réparée soit en activant la voie de réparation de ’ADN NHEJ (non-homologous end
joining), qui permet d’introduire des délétions ou mutations au site de réparation (Bibikova
et al. 2002), ou par recombinaison homologue par introduction d’une séquence donneuse
(Urnov et al. 2005). Le systeme CRISPR/cas9 a désormais démontré son efficacité pour la
manipulation génétiqgue de nombreux organismes et a révolutionné de multitude de

domaines de la recherche biomédicale (Mali, Esvelt, and Church 2013).
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Le systeme CRISPR-Cas9 a été utilisé avec succes chez P. falciparum (Ghorbal et
al. 2014) et P. yoelii (Zhang et al. 2014). Nous avons pu obtenir de 1’équipe de Zhang et al
le plasmide PYC, utilisé pour CRISPR chez P. yoelii. Ce plasmide contient une cassette
d’expression de Cas9 et de la DHFR humaine, et un site d’insertion de I’ARNsg sous
contréle du promoteur U6 (Zhang et al. 2014). Des séquences d’ARNsg de 20 bases, avec
un motif PAM (-NGG), spécifiques d’AMAL1, ont été sélectionnées gréce a un programme
développé par Cameron MacPherson (laboratoire Artur Scherf), et introduites dans le
plasmide PYC (Zhang et al. 2014). En paralléle, nous avons modifié la construction

KIGOMO pour remplacer la double cassette hDHFR-yFCU par une simple cassette yFCU.

Etape 1: insertion de la construction grace a CRISPR/Cas9

. > >
b m o o R A - -

pyGrp _Lmen] { [ amal = ]

T~

eEF1« prom

Pyr selection Tri:
GFP+mcherry+

Etape 2: introduire une plasmide contenant une copie d’'amal

upstream { _[Targetgene ;72 -(T) T e

eEF1a prom

+ l Pyr selection Tri:

GFP+mcherry+
hDHFR

Etape 3: procéder a une sélection négative pour éliminer du géne amal endogéne

upstream @m downstream I

+ AMAL 5FC selection Tri:

GFP+mcherry-
hDHFR

Figure 23. Stratégie KICA-GOMO : Knock-In Complementation assisted-Gene Out Marker Out avec
la technique CRISPR/Cas9. Génération de parasites P. yoelii Aamal complémentés avec un plasmide
contenant une cassette d’expression d’AMAIL. Apres mise en culture, les parasites PyGFP sont transfectés
avec la construction KIGOMO ainsi que CRISPR/Cas9, une premiere sélection positive avec la
pyriméthamine permet de récupérer les parasites GFP"mCherry®. Aprés une deuxiéme transfection avec le
plasmide codant Pyamal (sous forme d’épisome), une deuxiéme sélection avec la pyriméthamine va
permettre de sélectionner les parasites portant 1’épisome. La troisiéme sélection, négative, au 5-FC, va
permettre de récupérer des parasites GFP'mCherry’, ayant excisé le géne Pyamal endogéne et possédant
uniquement la copie épisomale de Pyamal.
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Le plasmide PYC-amal et la construction KIGOMO modifiee ont été transfectées
simultanément dans des parasites GFP (PyGFP). Durant la transfection, le plasmide PYC
va induire un clivage au locus PYAMAL, et le plasmide KIGOMO permet la réparation de
la cassure en introduisant la construction en aval du gene Pyamal, comme dans I’approche
décrite au chapitre préceédent (Figure 23 étape 1). Une sélection a la pyriméthamine permet
de sélectionner les parasites ayant d’une part incorporé le plasmide PYC (qui induit un
clivage CRISPR-Cas au locus amal), d’autre part la construction KIGOMO (pour réparer
la cassure double brin) (Figure 23 fin de I’étape 1). Les premieres transfections
correspondant a cette nouvelle stratégie sont actuellement en cours.

Les parasites recombinants ainsi obtenus seront ensuite maintenus sans pression de
sélection, pour permettre la perte de la cassette CRISPR/Cas (épisomale). Aprés tri au
FACS de parasites GFP"mCherry”, nous réaliserons alors une deuxiéme transfection pour
introduire une copie épisomale de PyAMAL (Figure 23 étape 2). Enfin, une troisieme étape
de sélection négative par exposition au 5FC permettra de sélectionner les parasites ayant
excisé la cassette yFCU, et de fagon concomitante la copie endogéne d’amal et la cassette
mCherry, pour obtenir une population finale de parasites GFP* mCherry ", n’exprimant que
la copie épisomale de PyAMAL.

Afin de valider cette nouvelle stratégie, appelée KICAGOMO (knock-in
complementation assisted gene out marker out), nous avons assemblé un plasmide de
complémentation PYAMAI1 centromérique, permettant le maintien stable de 1’épisome
(lwanaga et al. 2010). En paralléle, nous avons produit différentes constructions de
complémentations, qui nous permettront de manipuler la version épisomale de PyYAMAL :
fusion PyAMA1-mCherry, PyYAMAL1 possédant des mutations a des sites potentiels
d’interaction avec RON2. Des complémentations avec un promoteur spécifique du stade
sanguin (MSP1) nous permettront d’induire une déplétion spécifique au stade sporozoite,
afin d’obtenir un knock-out conditionnel, et d’analyser le role d’AMA1 dans I’invasion des

sporozoites de P. yoelii dans les hépatocytes. (Figure 16).

Conclusion
Afin d’étudier le role de PyAMAL chez les sporozoites de P. yoelii, nous avons
initialement tenté d’invalider le géne, comme cela avait été décrit pour P. berghei.
Malheureusement, deux stratégies successives, GOMO et KIGOMO, ne nous ont pas
permis d’obtenir de mutants KO pour le géne Pyamal. Nous en avons déduit I’importance

d’AMAL pour la multiplication de P. yoelii aux stades sanguins.
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Nous avons alors décide de développer une approche CRISPR/Cas9 pour tenter
d’obtenir un KO chez les sporozoites a I’aide d’une étape de complémentation transitoire
au stade sanguin. Toutes les constructions ont été finalisées et des transfections sont en
cours. Cette derniére stratégie devrait nous permettre d’obtenir des sporozoites deficients
en AMAI, et d’étudier le role de cette protéine dans I’invasion des hépatocytes. Si la
complémentation fonctionne, nous pourrons en outre étudier des versions modifiées
d’AMAL, par exemple fusionnées a une protéine fluorescente ou encore mutées sur des

résidus impliqués dans des interactions avec RON2.
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Résultat 5

The Plasmodium 6-cysteine protein P36 mediates CD81-
independent entry of malaria sporozoites via SR-BI in

human host cells

Giulia Manzoni, Selma Topgu, Chiara Andolina, Carine Marinach, Mirjam Zeisel, Thierry
Huby, Matthieu Tolle, Sylvie Briquet, Jean-Francois Franetich, Julien Lescar, Eric
Rubinstein, Georges Snounou, Dominique Mazier, Frangois Nosten, Thomas Baumert,
Olivier Silvie

(manuscrit en preparation)

Contexte

Le laboratoire a précédemment montré que la tétraspanine CD81, un des récepteurs
du virus de I’hépatite C, joue un role majeur dans I’infection par les sporozoites de P.
falciparum et P. yoelii (Silvie et al. 2003; Silvie et al. 2006). En particulier, les souris
déficientes en CDS81 sont totalement réfractaires a 1’infection par les sporozoites de P.
yoelii, et des anticorps ou des siRNA spécifiques de CD81 peuvent bloquer 1’infection par
P. yoelii et P. falciparum. CD81 est nécessaire pour I’entrée des sporozoites mais aucune
interaction directe n’a été démontrée entre le parasite et CD81, ce qui suggere que CD81
intervient peut-étre indirectement, via une ou plusieurs molécules associées au sein des
microdomaines membranaires enrichis en cholestérol (Charrin et al. 2009). En revanche, P.
berghei peut infecter les cellules en présence ou non de CD81 (Silvie et al. 2003), en
fonction du type cellulaire. CD81 est nécessaire pour I’infection par les sporozoites de P.
berghei dans la lignée hépatique murine Hepal-6, mais pas dans les cellules humaines, ce
qui indique I’existence de voies alternatives d’entrée (Silvie et al. 2007). En 2008, deux
¢tudes ont montré ’importance de SR-B1, un autre récepteur de 1’hépatite C, lors de
I’infection par Plasmodium. Une premiére étude a montré que SR-B1 augmente de maniére
significative la permissivité des hépatocytes a I’entrée de P. falciparum et P. yoelii
specifiqguement (Yalaoui et al. 2008), par utilisation d’anticorps ou de cellules knock-out.
Ils ont également montré que SR-B1 agit via la régulation du cholestérol membranaire et
de CD81, pour rendre la cellule hautement permissive a la pénétration du sporozoite. Plus

récemment, une étude a montré que ’infection de souris humanisées par des sporozoites de
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P. falciparum est inhibée par des anticorps anti-CD81 mais pas par des anti-SRBI (Foquet
et al. 2015). Par contre, 1'utilisation d’ARN interférence a révélé un réle de SR-B1 pour
I’infection de P. berghei dans des cellules Huh7, et la surexpression de SR-B1 a conduit
I’augmentation de l’infection (Rodriguez et al. 2008). CD81 n’est pas nécessaire a
I’infection des Huh7 par P. berghei (Silvie et al. 2007), ce qui suggére un possible réle de
SRBI indépendant de CD81. Jusqu’a présent, les facteurs parasitaires impliqués dans

I’utilisation de CD81 et/ou SR-B1 pour I’entrée des sporozoites n’étaient pas connus.

Résultats

Grace a une collaboration établie entre notre laboratoire et celui de Frangois Nosten
en Thailande, nous avons pu avoir accés a des sporozoites de P. vivax, et tester 1’effet
d’anticorps anti-CD81 et anti-SR-B1 sur ’infection d’hépatocytes primaires humains par
ce parasite, en comparaison avec P. falciparum. Nous avons observé que des anticorps
anti-CD81 n’ont aucun effet sur I’infection par P. vivax mais inhibent P. falciparum. Au
contraire, des anticorps anti-SR-B1 inhibent I’invasion d’hépatocytes par les sporozoites de
P. vivax mais n’ont aucun effet sur P. falciparum (ce qui confirme les résultats de Foquet
et al). Ces résultats suggéraient un réle indépendant de CD81 et SR-B1 lors de I’infection
par Plasmodium. Pour étudier plus en détail le réle de SR-B1 au cours de I’infection, nous
avons utilisé P. berghei, qui a la faculté d’infecter les cellules par une voie CD81-
indépendante. Dans les cellules HepG2, qui expriment SR-B1 mais pas CD81, nous avons
observé une réduction majeure de I’infection apres inhibition de SR-B1 par des anticorps
ou des siRNA spécifiques. Par contre, ces mémes inhibiteurs n’ont aucun effet dans les
cellules HepG2/CD81, qui ne différent des premicres que par 1’expression de CD81. Nous
avons ensuite analysé le role de SR-B1 dans les cellules Hepal6, de P. berghei infecte via
CD81 seulement (Silvie et al. 2007). De fagon surprenante, nous avons découvert que les
Hepal6 n’expriment pas SR-B1. Alors que des anticorps ou des siRNA ciblant CD81
murin bloquent efficacement I’infection de P. berghei dans les Hepal6, la transfection de
CD81 humain ou de SR-B1 suffit a restaurer 1’infection dans ces cellules. Ce résultat
confirme que CD81 et SR-B1 définissent deux voies alternatives utilisées par P. berghei
pour entrer dans les cellules.

Nos résultats suggeérent donc que P. berghei (et P. vivax) possédent un ou plusieurs
facteurs permettant 1’entrée via SR-BI, facteur qui fait défaut chez P. falciparum et P.
yoelii. Parmi les protéines candidates des sporozoites, nous nous sommes intéressés aux

protéines a domaine 6-cys P52 et P36, dont le role au cours de I’infection avait été
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démontré (T. Ishino, Chinzei, and Yuda 2005b). Gréace a la stratégie GOMO, nous avons
invalidé les deux genes chez P. berghei et P. yoelii, et analysé les cinétiques d’invasion et
de traversée grace au test au dextran. Nous avons observé que les mutants 4P52/4P36 ne
présentent pas de modification de la traversée cellulaire, mais un défaut d’invasion
productive, aussi bien chez P. yoelii que chez P. berghei. En analysant le phénotype des
mutants PyAp524p36 et PbAp524p36, nous avons pu déterminer que la déplétion des deux
protéines supprime 1’entrée des sporozoites aussi bien via CD81 que via SRBL

Afin de tester si P52 et/ou P36 contribuent au choix de la voie d’entrée, nous avons
développé une approche par complémentation génétique chez les mutants, a 1’aide de
plasmides centromériques (lwanaga et al. 2010) permettant 1’expression de transgénes sous
forme épisomale chez les sporozoites aprés transfection de mérozoites et passage au
moustique. De maniére remarquable, nous avons découvert que 1’introduction de P52 et
P36 de P. berghei chez le mutant PyAp524p36 suffit a rétablir non seulement 1’infection
dans les HepG2/CD81 mais aussi dans les HepG2. Inversement, Les protéines P52 et P36
de P. vyoelii introduites chez le mutant PbAp524p36 restaurent 1’infection des
HepG2/CD81 mais pas des HepG2. Ces résultats démontrent que P52 et/ou P36 de P.
berghei mais pas P. yoelii sont associées a ’utilisation de la voie CD81-indépendante. Une
étude de la contribution individuelle des deux protéines, toujours par complémentation
génétique, nous a permis d’identifier P36 comme le facteur de P. berghei permettant
I’infection en 1’absence de CD81. Les mémes expériences réalisées en présence d’anticorps
bloguant SR-BI nous ont ensuite permis de démontrer que le mutant PyAp52p36
complémenté avec P36 (et P52) de P. berghei utilise SRBI pour infecter les HepG2,
établissant un lien fonctionnel entre P36 et SRBI. P36 n’est probablement pas le seul
facteur impliqué, car le mutant PyAp52p36 complémenté avec P36 de P. berghei utilise
préférentiellement CD81 dans les HepG2/CD81, et le mutant PbAp52p36 complémenté
avec P36 de P. yoelii conserve une capacité résiduelle a infecter les HepG2.

Conclusion
Pour la premiere fois, nous avons identifié une protéine des sporozoites, P36, comme
associée fonctionnellement a I’utilisation d’un facteur d’hote, SR-B1, pour I’entrée. Ces
résultats ouvrent des perspectives nouvelles d’une part pour étudier les interactions
moléculaires mises en jeu lors de I’infection du foie par Plasmodium, d’autre part pour

développer de nouvelles approches vaccinales visant a bloquer I’entrée des sporozoites.
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Discussion
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L’infection par Plasmodium, parasite responsable du paludisme, implique 1’injection des
sporozoites par un moustique anophéle. La premiére cible du sporozoite est le foie, ou le
parasite se développe avant Iinitiation d’une phase d’infection erythrocytaire
symptomatique. Dans le foie, apres une premiere étape de traversée cellulaire, les
sporozoites infectent les hépatocytes en formant une vacuole parasitophore. Cette étape,
appelée invasion productive, implique des facteurs parasitaires et des protéines de 1’héte,
notamment CD81. Le parasite utilise plusieurs voies d’invasion dans la cellule hote, mais
les mécanismes exacts restent mal compris. Mes travaux de thése visaient a améliorer notre
compréhension des mécanismes d’invasion des sporozoites dans le foie, en s’intéressant
plus particulierement au réle de plusieurs protéines des micronémes des sporozoites :
PLP1, AMAL, MAEBL, et les protéines a domaine « 6-cys » P52 et P36. J’ai utilisé les
Plasmodium de rongeurs P. berghei et P. yoelii, qui nous permettent d’avoir accés en
routine a tous les stades du cycle de vie du parasite, y compris aux sporozoites produits

chez les moustiques.

Chapitre 1. Développement de nouveaux outils pour

I’étude de ’invasion

1.1. Aspects techniques

Le ciblage de génes chez les Plasmodium de rongeurs a d’abord été mis au point
chez P. berghei (R. Ménard et al. 1997), et a permis d’identifier les fonctions de différentes
protéines a différents stades du cycle de vie du parasite. La génération de lignées de
parasites exprimant la GFP chez P. berghei (Natarajan et al. 2001; Franke-Fayard et al.
2004) a permis d’ouvrir les champs de compréhension des processus biologiques
fondamentaux du parasite. Au cours des quinze derniéres années, de nombreuses études
ont utilisé ces parasites pour comprendre les mécanismes d’invasion utilisés par
Plasmodium dans le foie, aux stades sanguins ou chez le moustique (Frischknecht et al.
2004; Jerome P. Vanderberg and Frevert 2004; Vlachou et al. 2004; Franke-Fayard et al.
2005; Ute Frevert et al. 2005). Le ciblage de géenes chez P. yoelii a également été
développé en 2001 (M. M. Mota, Thathy, et al. 2001), avec la production de souches

exprimant la GFP tout au long du cycle de développement du parasite.

Afin de faciliter nos études de I’invasion de Plasmodium, nous avons généré de

nouveaux parasites transgéniques exprimant la GFP a un haut niveau d’expression a tous
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les stades du cycle, en particulier chez les sporozoites. Pour cela, nous avons développé
une nouvelle stratégie, nommée GOMO (« Gene Out Marker Out »), qui consiste en une
procédure de sélection rapide pour générer des parasites de Plasmodium recombinants sans
marqueur de résistance aux drogues de sélection (Article 1, Figure 1). La stratégie combine
une double sélection positive/négative et le tri des parasites rendus fluorescents par
cytométrie en flux. Cette stratégie permet de minimiser le nombre de souris utilisées pour
la transgéneése.

Grace a la stratégie GOMO, nous avons pu générer différentes lignées

transgéniques chez P. berghei et P. yoelii. Tout d’abord, en ciblant le géne p230p, un gene
facultatif souvent utilisé comme locus d’intégration chez P. berghei, nous avons produit de
nouvelles souches de référence exprimant la GFP, PbGFP et PyGFP. Ces nouvelles
souches, dont nous avons Vérifié le développement normal tout au long du cycle de vie du
parasite, sont désormais utilisées en routine au laboratoire comme parasites controles.
Par ailleurs, nous avons produit plusieurs knockout de genes impliqués dans la migration
ou I’invasion des sporozoites: parasites Aplpl chez P. yoelii et P. berghei, Amaebl chez P.
yoelii, parasites Ap524p36 chez P. berghei et P. yoelii. Tous ces parasites expriment la
GFP a tous les stades du cycle de vie du parasite, ce qui facilite le suivi des infections,
notamment chez le moustique ou encore dans les cultures celluliares, ou nous pouvons
quantifier les taux d’infection des cellules par cytométric en flux. Un avantage de la
stratégie GOMO est de produire des mutants sans marqueur de résistance aux drogues de
sélection. Cela nous a permis de réaliser des modifications génétiques supplémetaires dans
ces lignées: étiquetage de protéines de rhoptries, mais également complémentation
génétique des mutants Ap524p36.

L’étiquetage des protéines de rhoptries RON2, RON4 et RAP2/3 chez P. yoelii
nous a permis de visualiser les rhoptries des sporozoites et étudier leur sécrétion. Nous
avons ainsi montré que RON2-mCherry et RON4-mCherry ne sont plus détectées aprés
invasion productive. RON2 et RON4 sont des protéines du col des rhoptries, probablement
associées a la formation de la MJ. Nos résultats suggerent donc une sécrétion massive des
rhoptries des sporozoites lors de la formation de la jonction et de la vacuole. Jusqu’a
présent, nous n’avons pas pu visualiser I’événement d’entrée lui-méme, mais les parasites
exprimant RON2-mCherry et RON4-mCherry seront des outils précieux pour developper
des approches d’imagerie en temps réel de 1’entrée. RAP2/3 est localisée dans le bulbe des
rhoptries, et nos données suggerent sa sécrétion lors de la formation de la vacuole
parasitophore, ou RAP2/3-mCherry est détectée de maniére transitoire. Ces marqueurs

nous ont permis de démontrer que la seécrétion des rhoptries est spécifiquement observée
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lors de I’invasion productive dans les HepG2/CD8I1, et pas en I’absence de CD81 chez P.
yoelii (Risco-Castillo et al. 2014).

GOMO est une stratégie qui permet d’obtenir des parasites génétiquement modifiés
exprimant un marqueur de fluorescence, sans gene de resistance, de facon rapide et en
limitant le nombre de souris nécessaires pour la production des mutants. Afin d’améliorer
encore cette stratégie, nous avons décidé de la combiner avec la technologie CRISPR/Cas,
utilisant une endonucléase bactérienne (coupant I’ADN a un endroit précis) appelée Cas9,
guider vers des sites spécifiques du génome cible grace a de petits ARNs non codants. La
stratégie CRISPR/Cas devrait nous permettre de générer des parasites transgéniques encore
plus rapidement, en insérant directement une cassette de fluorescence en remplacement

d’un geéne d’intérét, ciblé grace a CRISPR/Cas.

1.2. Nouvelles données sur les cinétiques d’infection des

sporozoites

Grace a la nouvelle lignée fluorescente PyGFP, et en utilisant deux lignées

hépatocytaires permissives (HepG2/CD81) ou non (lignée parentale HepG2) (Silvie et al.
2006), nous avons pour caractérisé les mécanismes cellulaires et moléculaires de la
traversée cellulaire et de 1’invasion productive, en utilisant un test au rhodamine-dextran
comme marqueur de I’activité de transmigration. Les cinétiques de traversée cellulaire des
parasites PyGFP sont identiques quel que soit le type cellulaire utilisé (HepG2 versus
HepG2/CD81), ce qui confirme que CD81 n’intervient pas lors de la traversée des cellules.
L’analyse par FACS des cinétiques d’invasion dans les HepG2/CD81 montre un délai de
30-60 minutes avant D’activation de I’invasion productive. Ce délai est observé
indépendamment de la traversée cellulaire, et pourrait correspondre au temps d’activation
nécessaire au parasite lors de la migration de la peau jusqu’au foie.
En comparant les cinétiques d’invasion des sporozoites GFP dans les HepG2 par rapport
aux cellules HepG2/CD81, nous avons mis en évidence la formation de vacuoles
transitoire durant la traversée cellulaire. Les sporozoites de Plasmodium peuvent envahir
les cellules soit en formant une vacuole transitoire pendant la traversée, soit etablir une
vacuole parasitophore dans lequel ils vont se développer pour former des formes exo-
érythrocytaires.

L’entrée des sporozoites dans les vacuoles non réplicatives se produit
indépendamment de CD8L1 et sans décharge des rhoptries, tandis que la formation de PV
nécessite la présence de CD81 a la surface de la cellule héte (pour PyGFP), et
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s’accompagne de la sécrétion des protéines de rhoptries (Silvie et al. 2003; Risco-Castillo
et al. 2014). De plus, nos données montrent que la formation de TV se produit sans
remodelage de la membrane de la vacuole, qui présente une composition similaire a la
membrane plasmique de la cellule. En revanche, la formation de la PV est associée a une
exclusion des protéines membranaires de 1’héte, probablement par partition moléculaire au
moment de I’invasion au niveau de la jonction mobile, comme décrit précédemment chez

Toxoplasma (Charron and Sibley 2004).

Chapitre 2. ROle de la perforine parasitaire PLP1

2.1 Résumé des données

Jusqu’a maintenant, la traversée cellulaire des sporozoites a été décrite comme un
mode d’entrée du sporozoite avec perforation de la membrane cellulaire, suivie de la
migration du parasite a travers le cytoplasme de la cellule traversée. PLP1 est nécessaire
pour la traversée des sporozoites (M. M. Mota, Thathy, et al. 2001; T. Ishino, Chinzei, and
Yuda 2005a). L’analyse des cinétiques d’invasion des mutants PyAplpl dans les cellules
non permissives HepG2 a révélé qu’en I’absence de PLP1 les sporozoites s’accumulent
dans des vacuoles non productives. Ce résultat illustre que PLP1 est nécessaire non pas
pour I’entrée dans les cellules traversées mais pour la sortie des sporozoites des vacuoles
transitoires. Il a été proposé que la traversée active les sporozoites pour permettre
I’invasion productive (Maria M. Mota, Hafalla, and Rodriguez 2002). Cependant, les
parasites déficients pour la traversée chez P. berghei (T. Ishino et al. 2004; T. Ishino,
Chinzei, and Yuda 2005a) infectent normalement les hépatocytes in vitro, montrant que le
contact préalable avec le cytoplasme de la cellule hote n’est pas requis pour 1’activation du
parasite. Une autre étude a indiqué que la traversée des cellules retarde 1’invasion
productive, en s’appuyant sur I’observation que les sporozoites PbAplpl envahissent les
cellules plus rapidement que les parasites témoins (Amino et al. 2008). Nous avons aussi
observé que les sporozoites PyAplpl et PbAplpl envahissent les cellules plus rapidement,
mais nos données montrent clairement que ces événements précoces sont non productifs.
L’invasion productive se produit aprés un retard important chez les deux parasites, PyGFP
et PyAplpl, ce qui suggere que la migration transcellulaire n’a pas d’impact en elle-méme
sur D’activation du parasite. L’apparition retardée de 1’invasion productive que nous

observons in vitro est compatible avec le besoin physiologique du parasite de migrer a

91



partir du site d’infection dans la peau vers le foie, ou il va pouvoir se répliquer in vivo, ce

temps de migration pouvant atteindre une heure ou plus (Yamauchi et al. 2007).

2.2. Mécanismes de traversée cellulaire

Nous avons mis en évidence un nouveau réle de la perforine PLP1 chez les
sporozoites, dans la sortie de la vacuole transitoire lors de la traversee cellulaire. PLP1
(« Perforin-Like Protein ») appartient a la famille des protéines a domaine MACPF
(« Membrane Attack Complex/Perforin ») (Kaiser et al. 2004). Plusieurs protéines PLP ont
été impliquées dans des événements de sortie cellulaire chez les Apicomplexa, comme
PLP2 qui joue un role dans la permeéabilisation de la membrane des érythrocytes pendant la
sortie des gamétocytes chez P. falciparum et P. berghei (Deligianni et al. 2013; Wirth et al.
2014). Plus récemment, un réle de PLP1 dans la sortie des mérozoites des érythrocytes
infectés par P. falciparum a été proposé (Garg et al. 2013). De maniére intéressante, des
études antérieures de protéomiques chez P. falciparum ont identifié PLP1 au stade de
sporozoite uniquement (PlasmoDB.org), et une délétion de ce gene chez P. berghei (T.
Ishino, Chinzei, and Yuda 2005b) et P. yoelii (Risco-Castillo et al. 2015) n’ont montré
aucun défaut de croissance des parasites dans les érythrocytes, excluant ainsi tout role
essentiel de la protéine PLP1 aux stades sanguins des parasites de rongeurs. Chez
Toxoplasma gondii, TgPLP1 intervient dans la sortie rapide des tachyzoites de la cellule
hote apres sa réplication, et est impliquée dans la perméabilisation a la fois de la membrane
de la PV et de la membrane de la cellule hote (Kafsack et al. 2009).

En plus des protéines PLP1/SPECT2, d’autres protéines parasitaires sont
impliquées dans la traversée des cellules par les sporozoites, dont SPECT, GEST et
CelTOS. La protéine CelTOS est également exprimée au stade ookinete, ou elle joue un
role dans le passage de la lame basale de 1I’estomac du moustique. Les ookinétes déficients
en CelTOS restent blogués dans le cytoplasme des cellules épithéliales du moustique. Ce
phénotype indique que CelTOS est impliquée apres la rupture de la membrane cellulaire,
c’est-a-dire pendant la migration a travers le cytoplasme (Kariu et al. 2006). De méme,
I’inactivation de CelTOS par knockout perturbe également le sporozoite, puisqu’un
parasite déficient a une capacité de traversée cellulaire réduite, malgré une motilité par
glissement normale in vitro (Kariu et al. 2006; Kusi et al. 2014). Le défaut de traversée
cellulaire pourrait étre dii a un défaut de sortie de la cellule, au cours de laquelle CelTOS

pourrait joue un réle dans la rupture de la membrane plasmique cellulaire.
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Nos résultats suggerent un modéle dans lequel les sporozoites de Plasmodium
utilisent leur sensibilité au pH comme détecteur de fusion entre la vacuole et les
lysosomes, activant ainsi la protéine PLP1 afin de permettre la sortie du parasite. Il s’agit
d’un mécanisme de défense contre le systeme de defense de la cellule hote, afin de
permettre au parasite d’envahir un hépatocyte par invasion productive. Ce mécanisme est
essentiel lors de la migration des parasites de la peau vers le foie, ou le parasite doit
franchir différentes barriéres de 1’hdte. Les sporozoites déficients pour la CT chez P.
berghei (T. Ishino et al. 2004; T. Ishino, Chinzei, and Yuda 2005b) et P. yoelii (Risco-
Castillo et al. 2015) ne peuvent infecter in vivo, mais peuvent toujours infecter les
hépatocytes in vitro. Ces résultats suggerent que le contact préalable avec le cytoplasme de
la cellule hOte n’est pas nécessaire pour I’activation du parasite, contrairement a ce qui a
été propose précédemment (M. M. Mota, Pradel, et al. 2001; Maria M. Mota, Hafalla, and
Rodriguez 2002; Ute Frevert et al. 2005), mais que la traversee des cellules joue un réle

pour permettre au parasite d’échapper a la dégradation par les lysosomes cellulaires.

2.3. Passage de la vacuole transitoire a la vacuole

parasitophore

Le sporozoite traverse un certain nombre de cellules avant d’envahir
productivement une cellule en formant une PV. L’invasion productive est tardive et
implique des facteurs de 1’h6te. De maniére genérale, nos données proposent comme
modele la sécrétion des protéines parasitaires a la surface du sporozoite activé, provenant
probablement des micronémes. Ces protéines interagiraient directement ou indirectement
avec des protéines de 1’hdte, notamment CD81 présent a la surface de 1’hépatocyte pour P.
yoelii ainsi que P. falciparum, entrainant la sécrétion des rhoptries et permettant 1’invasion
cellulaire. En ce qui concerne P. berghei, sachant qu’il peut infecter indépendamment de
CDS81, une autre voie permet 1’invasion productive du parasite (Silvie et al. 2007). Nos
résultats montrent que SR-B1 est 1’un des facteurs définissant une voie d’entrée CDS81-

indépendante pour P. berghei (manuscrit en préparation).

Durant 1’invasion productive, le sporozoite doit éteindre sa machinerie de CT, afin
d’éviter la rupture de la membrane de la vacuole parasitophore. Ceci peut étre réalisé par le
contr6le de la sécrétion de PLP1 depuis les micronémes et/ou par la régulation de son
activité. Nous avons montré que le traitement des cellules avec la bafilomycine Al, un
inhibiteur de I’acidification lysosomale, inhibe la traversée cellulaire, par inhibition de la
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sortie de la TV (Risco-Castillo et al. 2015). Ce qui permet de suggérer que le sporozoite
régule I’activité¢ de PLP1 grace en détectant les changements de pH. Une acidification de la
vacuole stimulerait la sortie en activant PLP1, afin d’éviter la dégradation par les
lysosomes de la cellule infectée. Cependant, ce modele reste a confirmer, et les

mécanismes mis en jeu ne sont pas connus.

Chapitre 3. ROle de la protéine Apical Membrane Antigen

1 (AMA1)

3.1. Possibilité d’essentialité du gene amal chez P. yoelii

au stade sanguin
Le role d’AMAL1 a été clairement établi dans I’invasion par les tachyzoites de Toxoplasma
gondii et des mérozoites de Plasmodium, ou AMAL, en se fixant a RON2, contribue a la
formation de la jonction et a ’entrée du parasite. Ce modele a été remis en cause avec
I’observation que les sporozoites de P. berghei ne nécessitent pas AMAT pour infecter les
hépatocytes, et avec la description d’un mutant KO pour amal chez P. berghei
(Giovannini et al. 2011; Bargieri et al. 2013a). Nous avons décidé d’étudier 1I’importance
d’AMAL1 chez P. yoelii, un parasite murin qui infecte les hépatocytes via CD81, comme P.
falciparum. Avec la stratégie GOMO (Gee Out Marker Out) (Manzoni et al. 2014),
plusieurs tentatives directes de délétion du géne amal chez P. yoelii ont été réalisées, sans
succes. Face a ce résultat négatif, nous avons émis plusieurs hypotheses : soit le gene est
essentiel au stade sanguin chez P. yoelii, soit I’approche expérimentale n’est pas assez
efficace pour ce géne en particulier, méme si cette stratégie est utilisée en routine au sein
du laboratoire (Manzoni et al. 2014). Nous avons donc mis en place une stratégie de
délétion indirecte, KIGOMO (Knock-In Gene Out Marker Out), dans 1’idée d’augmenter le
rendement de recombinaison. La stratégie de délétion indirecte n’a pas €t€ non plus
efficace, malgré la validation la stratégie sur un autre locus (P52/P36). A I’heure actuelle,
une troisieme tentative de délétion du géne est en cours, combinant la stratégie
GOMO/KIGOMO a CRISPR/Cas9. 11 s’agit d’une nouvelle technologie utilisant une
endonucléase bactérienne appelée Cas9 (permettant de couper I’ADN) avec des petits
ARN non codants (qui agissent comme guide) pour permettre de cliver de maniére
spécifique a I’endroit désiré¢ du génome (Jinek et al. 2012). Puis grace & un plasmide de
réparation, dans notre cas il s’agit des plasmides GOMO et/ou KIGOMO, cela va

permettre de deléter le géne.
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Apres introduction du plasmide CRISPR/Cas9, le parasite n’aura pas d’autre choix que
d’insérer la construction GOMO/KIGOMO, il s’agit d’un ultimatum pour sa survie. La
transfection est actuellement en cours, mais si notre hypothése est correcte, nous saurons
rapidement si amal est primordial au bon développement du parasite au stade sanguin.
Mais une guestion reste ouverte : pourquoi est-il possible d’exciser ce géne chez P. berghei
et non chez P. yoelii ? La réponse pourrait étre que la transfection du géne n’a pas été
suffisamment efficace et qu’une concentration indétectable d’expression d’AMA1, pourrait
permettre au parasite de survivre au stade sanguin dans le cas du mutant de P. berghei
(Bargieri et al. 2013a). Une autre hypothése serait que chez P. berghei, ou un KO d’amal
est potentiellement possible, le parasite compense 1’absence d’AMAI1 par une
surexpression d’AMA1-like, par exemple MAEBL, dont il serait judicieux de mesurer
I’expression chez les mutants KO amal.

Des études transcriptomiques ont montré que I’ARN d’AMAL1 était exprimé au stade
sanguin ainsi qu’au stade sporozoite. Chez le moustique le gene est transcrit a la fin du
développement et la maturation des sporozoites dans les oocystes, et la protéine n’est
exprimée qu’au stade mature dans les glandes salivaires (Srinivasan et al. 2004). AMAL

n’est donc pas essentiel au développement du parasite dans le moustique.

3.2. Role controversé des protéines impliquées dans la JM

L’importance de I’interaction spécifique entre AMAI et RON2 chez Toxoplasma
gondii (Lebrun et al. 2005; Alexander et al. 2005; Chesne-Seck et al. 2005; Poukchanski et
al. 2013; M. H. Lamarque et al. 2014) est illustrée par le fait qu’en 1’absence d’AMA1,
chez les mutants KO, le parasite surexprime des protéines AMA1-like. Toxoplasma gondii
possede trois paralogues d’AMA1 ainsi que deux paralogues de RON2, formant des
couples AMA-RONs : TJAMA2 — TgRON2, TJAMA3 — TgRON2,,, et TJAMA4 —
TgRON2,; (M. H. Lamarque et al. 2014) (Poukchanski et al. 2013). Des données ont ainsi
montré que les mutants 7gAamal surexpriment TJAMAZ2, et que chez les doubles mutants
TgAamal-ama2, une surexpression de TgAMA4 permet une invasion résiduelle, via
RON2L1. Une triple délétion AMALl, AMA2 et AMA4 chez Toxoplasma gondii a pour
effet une forte diminution de I’infection dans la cellule héte (Parker et al. 2015). AMAA4 est
également un élément important dans la formation de la jonction mobile avec RON2L1 et
dans I’invasion du sporozoite chez Toxoplasma gondii. AMA4 possede une structure
différente des autres paralogues d’AMA1 chez Toxoplasma gondii (Parker et al. 2015),
mais posséde des similitudes avec MAEBL de Plasmodium. MAEBL a été décrit comme
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étant un homologue d’AMAT1 chez Plasmodium, mais un KO de ce géne n’a aucun effet
sur I’invasion au stade sanguin, mais entraine une absence de colonisation des glandes
salivaires du moustique par les sporozoites et par conséquent une absence de maturation
des sporozoites (Kariu et al. 2002; Fu et al. 2005; Saenz et al. 2008).

Des études préliminaires au laboratoire ont montré que les sporozoites PyAmaebl dans les
moustiques ne parviennent pas a envahir les glandes salivaires. MAEBL étant un
homologue d’AMALI, il serait intéressant de tester si 1’expression de MAEBL peut
compenser la fonction d’AMAI1 chez les mérozoites, et inversement si AMAI1 peut
remplacer MAEBL chez les sporozoites pour I’infection des glandes salivaires. Pour tester
la premiéere hypothese, nous envisageons de complémenter le parasite KIGOMO avec
MAEBL sous le promoteur d’AMA1 (sous forme d’une copie épisomale), afin de déléter le
gene amal endogene. Par cette approche, nous pourrons valider ou non le réle de MAEBL
en remplacement d’AMAI1. Pour tester la deuxieme hypothése, nous envisageons de
complémenter le mutant PyAmaebl avec un plasmide centromérique exprimant AMAL
sous le promoteur de MAEBL, pour tester si 1’expression précoce d’AMAL chez le
moustique permet de compenser 1’absence de MAEBL et permettre la migration des

sporozoites dans les glandes salivaires du moustique.

3.3. AMA1 est-il essentiel au stade sporozoite ?

Toutes nos tentatives de délétion au stade sanguin ont échoué, mais reste a
déterminer le role d’AMA1 chez le sporozoite, dans I’interaction avec RON2 dans la
formation de la jonction mobile lors de I’invasion dans les hépatocytes.

Des ¢tudes montrent que des anticorps dirigés contre AMA1 bloquent I’invasion des
sporozoites de P. falciparum, ainsi que P. yoelii (Silvie et al. 2004; Schussek et al. 2013).
Tout comme le stade sanguin, des études ont montré que PbAamalcond ne présentaient
pas d’inhibition d’invasion des sporozoites dans les hépatocytes (Giovannini et al. 2011).
Mais, dans cette étude, on ne peut pas exclure qu’une expression résiduelle du gene au
stade sporozoite suffise a permettre 1’entrée.

Sachant que pour le moment il nous est impossible d’obtenir un clone PyAamal au stade
sanguin, nous ne pouvons donc pas déterminer son role au stade sporozoite. Les
expériences CRISPR/Cas9 étant en cours, nous avons anticipé notre hypothese de son
importance. Nous avons donc décidé de mettre en place une derniére approche, qui va nous
permettre d’étudier le role d’AMAI1 au stade sporozoite, grdce a une stratégie de

complémentation transitoire pour permettre la délétion de la copie endogene d’amal
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(stratégie appelée KI-CAGOMO). En jouant sur le promoteur contrélant I’expression de la
copie ¢épisomale d’AMAI, nous pourrons générer des mutants déplétés de facon
conditionnelle au stade sporozoite. La méme approche nous permettra d’introduire des
mutations dans AMA1, notamment au niveau du site d’interaction avec la protéine RON2,

afin de disséquer les éléments structuraux impliqués dans la fonction d’AMAL.

Chapitre 4. ROle des protéines a 6-cystéine

4.1. Résumé des données

P52 et P36 ont été identifiées en 2005 comme importantes pour 1’infection du foie
par les sporozoites de P. berghei (T. Ishino, Chinzei, and Yuda 2005c), mais la fonction de
ces protéines n’est pas connue. Une étude a montré qu’une simple délétion génique pour
I’'une ou I’autre de ces protéines a pour conséquence une augmentation de la traversée
cellulaire (T. Ishino, Chinzei, and Yuda 2005c), ainsi qu’une forte inhibition de I’infection
(T. Ishino, Chinzei, and Yuda 2005c; Annoura et al. 2014; Melissa R. van Dijk et al.
2005). Cette forte inhibition semble donc liée a un défaut d’activation du sporozoite (T.
Ishino, Chinzei, and Yuda 2005c), mais d’autres études ont suggéré un défaut de formation
de la PV (Annoura et al. 2014; Melissa R. van Dijk et al. 2005).

Gréace a la stratégie GOMO, nous avons invalidé les deux génes chez P. berghei et
P. yoelii, et analysé les cinétiques d’invasion et de traversée grace au test au dextran. Nous
avons montré que les mutants AP52/P36 ne présentent pas de modification de la traversée
cellulaire, mais un défaut d’invasion productive, aussi bien chez P. yoelii que chez P.
berghei. Nous avons pu observer le développement des PyAp52p36 et PbAp52p36 dans le
noyau des cellules, indépendamment de CD81. Le laboratoire a montré par le passé que ces
formes intranucléaires résultent de sporozoites arrétés pendant leur traversée des cellules
(Silvie et al. 2006). Les résultats montrent donc qu’en 1’absence de P52 et P36 les parasites
n’ont aucun défaut intrinséque de développement, mais sont déficients dans 1’entrée
productive.

P52 et P36 sont impliquées dans I’entrée du parasite, probablement en amont de la
formation de la jonction mobile et de la vacuole parasitophore. L’importance de CD81 a
été identifiee lors de [D’infection par P. yoelii mais également par P. falciparum
contrairement a P. berghei (Silvie et al. 2003). L’identification d’une deuxieme voie
alternative a CD81 d’invasion pour P. berghei a été mise en évidence (Silvie et al. 2007).

Les travaux de these de Giulia Manzoni nous ont permis récemment d’identifier SRBI
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comme facteur d’entrée définissant une voie d’entrée CD81-indépendante dans les cellules
humaines. De maniere remarquable, P. berghei peut infecter les cellules en utilisant soit
CD81 soit SRBI, comme le montrent les expériences d’inhibition par anticorps ou par
siRNA, ou la présence d’une voie fonctionnelle est suffisante pour permettre 1’infection.
Seul CD81 est nécessaire pour I’infection par les sporozoites de P. yoelii, sur lesquels ni
les anticorps ni les siRNA spécifiques de SRBI n’ont d’effet inhibiteur. Ces résultats sont
pertinents pour 1’étude des Plasmodium humains, car nous avons montré que le ciblage de
CDS81 affecte I’infection par P. falciparum mais pas P. vivax, alors que 1’inhibition de
SRBI par des anticorps a un effet inhibiteur sur les sporozoites de P. vivax mais pas P.
falciparum, dans un modéle de culture primaire d’hépatocytes humains (manuscrit en
préparation). Ces résultats suggeérent que P. berghei (et P. vivax) possédent un ou plusieurs
facteurs permettant I’entrée via SRBI, facteur qui fait défaut chez P. falciparum et P.
yoelii.

En analysant le phénotype des mutants PyAp524p36 et PbAp524p36, nous avons pu
déterminer que la déplétion des deux protéines supprime 1’entrée des sporozoites aussi bien
via CD81 que via SRBI. Afin de tester si P52 et/ou P36 contribuent au choix de la voie
d’entrée, nous avons développé une approche par complémentation génétique chez les
mutants, a I’aide de plasmides centromériques permettant 1’expression de transgeénes sous
forme épisomale chez les sporozoites aprés transfection de mérozoites et passage au
moustique. De maniére remarquable, nos résultats montrent que I’introduction de P52 et
P36 de P. berghei chez le mutant PyAp524p36 suffit a rétablir non seulement 1’infection
dans les HepG2/CD81 mais aussi dans les HepG2. Inversement, Les protéines P52 et P36
de P. yoelii introduites chez le mutant PbAp524p36 restaure 1’infection des HepG2/CD81
mais pas des HepG2. Ces résultats démontrent que P52 et/ou P36 de P. berghei mais pas P.
yoelii sont associées a I’utilisation de la voie CDS81-indépendante. Une étude de la
contribution individuelle des deux protéines, toujours par complémentation génétique,
nous a permis d’identifier P36 comme le facteur de P. berghei permettant 1’infection en
I’absence de CDS81. Les mémes expériences réalisées en présence d’anticorps bloquant
SRBI nous ont permis de démontrer que le mutant PyAp524p36 complémenté avec P36 (et
P52) de P. berghei utilise SRBI pour infecter les HepG2, établissant un lien fonctionnel
entre P36 et SRBI. P36 n’est probablement pas le seul facteur impliqué, car le mutant
PyAp524p36 complémenté avec P36 de P. berghei utilise préférentiellement CD81 dans
les HepG2/CD81, et le mutant PbAp524p36 complémenté avec P36 de P. yoelii conserve
une capacité résiduelle a infecter les HepG2.
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4.2. Role des protéines a domaine 6-cystéines

Les protéines a domaine 6-cys sont exprimées de maniere spécifique a différents
stades du cycle de vie du parasite, et sont impliquées pour certaines dans des interactions
cellule-cellule (van Schaijk et al. 2006; T. Ishino, Chinzei, and Yuda 2005c; Sanders et al.
2005). P48/45 est une protéine de surface des gametes et joue un réle crucial pour les
gamétes males dans D’attachement aux femelles. Pfs47 joue un réle majeur dans la
modulation de la réponse immunitaire dans le moustique infecté par P. falciparum (van
Schaijk et al. 2006; Melissa R. van Dijk et al. 2010; Ramphul et al. 2015). Une invalidation
de Pfs47 réduit considérablement la survie du parasite dans les moustiques (Molina-Cruz et
al. 2013). Pfs47 agit sur la survie du parasite en evitant le systeme immunitaire du
moustique, soit 1’activation de ’apoptose des cellules dans 1’estomac du moustique en
empéchant 1’activation de plusieurs caspases (Ramphul et al. 2015).

Les protéines de la famille & domaine 6-cystéines sont conservées chez toutes les
espéces de Plasmodium, et sont caractérisées par des doubles domaines riches en cystéines
qui sont d’environ 350 acides aminés de longueur (Arredondo et al. 2012b; Carter et al.
1995; Gerloff et al. 2005; Gilson et al. 2006). Les domaines ont typiquement trois ponts
disulfures qui contribuent a la structure tertiaire de ces protéines, entre Cys 1 et Cys 2, Cys
6 et Cys 3, et Cys 4 et Cys 5 (Gerloff et al. 2005). La structure 3D des deux domaines de
deux protéines de la famille exprimées au stade sanguin, Pfp12 et Pfp41, a été déterminée
par cristallographie. Ces structures montrent un arrangement en sandwich beta pour chaque
domaine.

Certaines protéines ne possedent que 4 des 6 résidus cystéines conserveés,
notamment B9. B9 est une protéine essentielle pour le développement du sporozoite de
Plasmodium au stade hépatique (Annoura et al. 2014). Les auteurs de cette étude ont
conclu de leurs résultats que la traduction de B9 est réprimée au stade sporozoite, mais est
exprimée apres 1’invasion des hépatocytes ou elle se localise dans la membrane plasmique
du parasite (Annoura et al. 2014). Une invalidation de ce gene chez les parasites rongeurs
(P. berghei et P. yoelii) et humain (P. falciparum) entraine un arrét du développement du
parasite dans les hépatocytes, associé a un défaut de formation de la PV (Annoura et al.
2014). Cependant, un role de B9 dans I’invasion n’est pas exclu, car les données de
protéomique disponibles montrent que la protéine B9 est exprimée au stade sporozoite,
aussi bien chez P. falciparum que chez P. yoelii, et les données phénotypiques de cette
étude sont tout a fait compatibles avec un défaut d’invasion des mutants Ab9.

Cependant, les protéines a 6-cys ont des rdles bien distincts dans 1’établissement et

la maintenance de la PV ainsi que dans le développement au stade hépatique, car une autre
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protéine de la famille, la séquestrine, aussi appelée LISP2, joue clairement un role majeur
aux stades tardifs du développement intra-hépatocytaire du parasite (Annoura et al. 2014;
Orito et al. 2013)

Chez les stades sanguins, Pfpl2 et Pfp4l (Tonkin et al. 2013; Parker et al. 2015,

respectivement), forment un hétéromere stable a la surface des mérozoites infectieux, et

sont sécrétées a la suite de I’invasion du parasite (Taechalertpaisarn et al. 2012), sans jouer
de réle évident dans I’adhérence via un récepteur de la surface des érythrocytes.
L’utilisation d’un anticorps, ne semble pas non plus inhiber I’invasion des érythrocytes, ce
qui va dans le sens de la non essentialité du gene (Taechalertpaisarn et al. 2012) au stade
érythrocytaire.

D’aprés les données de PlasmoDB, une autre protéine a 6c¢ys, P12p, est également
retrouvée au stade sporozoite, comme B9. Il serait intéressant d’étudier de maniére plus
approfondie le role de ces deux protéines dans le moustique mais également au stade
sporozoite, afin d’étudier les effets d’une simple ou double délétion de ces génes sur
I’invasion au stade hépatique, grace a la stratégie GOMO qui nous permettrait d’obtenir un
parasite délété de ces genes, exprimant la GFP. Nous pourrions également étiqueter ces
protéines afin de visualiser le moment de leur expression, afin de mieux caractériser leurs
roles dans le cycle entier du parasite murin, pour commencer, et pourquoi pas chez P.
falciparum.

Les hépatocytes présentent une différence de susceptibilit¢ a D’infection. Les
sporozoites entrent préférentiellement dans les hépatocytes polyploides (Austin,
Kaushansky, and Kappe 2014). Le groupe de S. Kappe a tout récemment rapporté une

corrélation entre le niveau d’expression de la protéine EphA2 a la surface_des hépatocytes

et le niveau d’infection par P. yoelii (Kaushansky et al. 2015). Les récepteurs de type

EphA2 et leurs ligands éphrines sont impliqués dans les interactions cellule-cellule
(Lisabeth, Falivelli, and Pasquale 2013), faisant d’EphA2 un candidat intéressant comme
récepteur impliqué dans les interactions entre sporozoites et hépatocytes. De facon
intéressante, cette étude a établi un lien entre P36 et EphA2. En particulier, une forme
recombinante de P36 inhibe la signalisation induite par un ligand d’EphA2. Ces données,
combinées aux notres, suggerent que le réle de P36 est peut-étre d’induire un signal via
SRBI et EphA2 vers la cellule, pour permettre le processus d’invasion. Si ces résultats sont
confirmés, P36 et d’autres protéines a domaine 6-Cys pourraient constituer des cibles
intéressantes pour le développement de nouvelles approches vaccinales contre le

paludisme.
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Conclusion
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Mes travaux de thése ont contribué¢ a mieux caractériser les mécanismes d’invasion des
sporozoites de Plasmodium dans les hépatocytes, notamment a I’aide de parasites
génétiquements modifiés. Ces parasites nous ont permis d’étudier les cinétiques de
traversée cellulaire et d’invasion productive. Nous avons pu montrer que les sporozoites
forment successivement deux types de vacuoles, tout d’abord une vacuole transitoire, qui
est formée durant la traversée cellulaire, qui peut étre reconnue par les lysosomes de la
cellule héte. Grace a une perforine parasitaire, PLP1, le sporozoite s’échappe de la vacuole
transitoire et échappe ainsi a la dégradation par les défenses cellulaires. Cette vacuole
transitoire ne permet pas le développement contrairement a la vacuole parasitophore, qui
est formée plus tardivement apres activation du sporozoite pour 1’invasion productive. La
composition moléculaire de la PV est différente de la TV, permettant d’échapper a la
fusion avec les lysosomes.

Deux protéines de la famille 6-cystéine, P52 et P36, ont été¢ impliquées dans 1’infection des
hépatocytes. Grace a des nouveaux mutants KO pour p52 et p36, nous avons pu montrer
que ces protéines jouent un role essentiel dans I’activation de 1’invasion productive par les
sporozoites chez P. yoelii et P. berghei, aussi bien via CD81 que par des voies CD81-
indépendantes. Nos résultats montrent que P36 est spécifiguement associée a I’utilisation
de la voie CD81-indépendante, ce qui ouvre des perspectives intéressantes pour élucider
les interactions ligands-récepteurs mises en jeu lors de ’entrée.

Un phénomeéne central de I’entrée chez les Apicomplexa est la formation d’une jonction
mobile, qui implique une interaction entre AMAL et RON2. Dans le cas des sporozoites, la
jonction n’a jamais €té caractérisée, et le role ’AMAIL a été remis en cause chez P.
berghei. Nous avons mis en place différentes approches génétiques ciblant AMAL chez P.
yoelii. Nos résultats suggérent qu’AMAL1 est essentiel lors de la multiplication aux stades
sanguins de P. yoelii. Grace a une approche de complémentation et de KO conditionnel,
nous espérons pouvoir étudier I’implication d’AMA1 durant I’invasion des sporozoites
dans les hépatocytes.

En conclusion, nos résultats illustrent que différentes protéines des micronémes sont
impliquées a différentes étapes de 1’infection, y compris chez les sporozoites, et ouvrent
des perspectives nouvelles pour identifier les facteurs parasitaires impliqués dans des
interactions avec les hépatocytes lors de I’entrée. Ces facteurs constitueront de potentielles
cibles pour de nouvelles approches vaccinales visant a bloquer précocement 1’infection par

Plasmodium dans le foie, pour prévenir le paludisme.
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