N

N

Résistance de Plasmodium falciparum aux combinaisons
thérapeutiques a base d’artémisinine au Cambodge et au
Cameroun: épidémiologie, mécanismes et nouvelles
options thérapeutiques
Mélissa Mairet

» To cite this version:

Meélissa Mairet. Résistance de Plasmodium falciparum aux combinaisons thérapeutiques a base
d’artémisinine au Cambodge et au Cameroun: épidémiologie, mécanismes et nouvelles options
thérapeutiques. Microbiologie et Parasitologie. Université Paul Sabatier - Toulouse III, 2020. Francais.
NNT: 2020TOU30283 . tel-03279353

HAL Id: tel-03279353
https://theses.hal.science/tel-03279353v1
Submitted on 6 Jul 2021

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-03279353v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université Fédérale

B® THESE

En vue de I'obtention du
DOCTORAT DE LUNIVERSITE DE TOULOUSE

Délivré par I'Université Toulouse 3 - Paul Sabatier

Présentée et soutenue par
Melissa MAIRET

Le 22 juin 2020

Résistance de Plasmodium falciparum aux Combinaisons
Thérapeutiques a base d'Artémisinine au Cambodge et au
Cameroun : épidémiologie, mécanismes et nouvelles options
thérapeutiques.

Ecole doctorale : BSB - Biologie, Santé, Biotechnologies

Spécialité : MICROBIOLOGIE

Unité de recherche :
CPTP - Centre de Physiopathologie de Toulouse Purpan

These dirigée par
Antoine BERRY et Benoit WITKOWSKI

Jury
M. Leonardo BASCO, Rapporteur
M. Pascal MILLET, Rapporteur
Mme Francgoise BENOIT-VICAL, Examinatrice
M. Jean-Christophe BARALE, Examinateur
M. Antoine BERRY, Directeur de thése
M. Benoit WITKOWSKI, Co-directeur de thése



RESUME

Les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA) sont depuis vingt ans les médicaments
de référence pour le traitement du paludisme causé par Plasmodium falciparum. Les CTA se
composent de deux molécules antipaludiques : un dérivé d’artémisinine a action rapide et breve, et
une molécule partenaire a action plus lente mais prolongée. Leur mise en place globale a contribué a
la diminution drastique de la mortalité liée au paludisme.

La mondialisation des CTA a permis a de nombreux pays endémiques de tendre vers |'élimination du
paludisme. L'accomplissement de cet objectif se heurte cependant a I'émergence de résistances a
I'artémisinine et aux composés partenaires. Cette problématique est particulierement présente au
Cambodge, et s’étend maintenant a une grande partie de |’Asie du Sud-Est. La perte de |'efficacité des
CTA en Afrique aurait de lourdes conséquences en termes de santé publique, c’est pourquoi des
stratégies de surveillance des résistances doivent étre mises en place pour pallier a ce risque.

De précédentes études ont permis de mettre en place de nouveaux tests phénotypiques participant a
la découverte de marqueurs moléculaires de résistance aujourd’hui utilisés pour la surveillance de
I'efficacité des traitements. La premiére partie de ce travail a visé a mieux définir, en utilisant ces
outils, I'épidémiologie de la résistance de Plasmodium falciparum aux CTA en Asie et en Afrique. Nos
recherches se sont concentrées sur deux pays stratégiques : le Cambodge, pays a faible transmission
mais qui est I’épicentre de I'émergence des résistances aux composés antipaludiques, et le Cameroun,
pays a forte transmission d’Afrique centrale, dont la résistance aux CTA n’a pas encore été rapportée.
Dans une deuxieme partie, de nouvelles options thérapeutiques ont été testées cliniquement et/ou
in vitro sur des parasites multi-résistants isolés au Cambodge. Enfin, une troisiéme partie a étudié les
mécanismes de résistance a I'artémisinine additionnels aux polymorphismes du géne Kelchl3, en
associant culture in vitro a long terme et séquencage ARN de cellules individuelles.

L’ensemble des travaux présentés s’inscrit dans une stratégie de surveillance de la résistance aux
antipaludiques au Cambodge et au Cameroun. Les études épidémiologiques des résistances décrites
dans cette thése permettront de mieux adapter les traitements antipaludiques pour limiter la
sélection de parasites résistants dans ces deux pays. De nouvelles données concernant les
mécanismes cellulaires impliqués dans la résistance a I'artémisinine ont aussi été apportées. Parmi les
nouvelles options thérapeutiques testées, certaines étaient efficaces sur les parasites multi-résistants,
et pourraient remplacer les traitements de premiére ligne actuels en cas d’augmentation du nombre
d’échecs thérapeutiques au Cambodge.

Mots clés : Plasmodium falciparum, résistance, Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine,
Cambodge, Cameroun, mécanisme, nouvelles options thérapeutiques.



ABSTRACT

Artemisinin-based Combination Therapies (ACT) are the standard treatments for uncomplicated
Plasmodium falciparum malaria. ACTs are composed of two antimalarial molecules: a fast-acting
artemisinin derivative, and a long-acting partner drug. The global use of this efficient formulation has
enable to reduce malaria-related mortality by sixty percent over the last 20 years.

After ACT introduction, many endemic countries moved into the elimination phase of the disease.
However, parasite eradication is still being undermined by the emergence of parasite resistance to
artemisinin and partner drugs. Plasmodium falciparum resistance issue is particularly present is
Cambodia. The global spread of resistance to ACT would be a public health disaster. Therefore, new
resistance control strategies have to be set up. Those strategies include: i) a performant diagnosis of
resistance ii) the epidemiologic study of resistance iii) a better understanding of cellular mechanisms
involved in resistance and finally iv) new therapeutic options discovery.

Previous studies have designed new phenotypic assays to detect resistance, which helped to discover
molecular markers that are now used for global drug resistance surveillance. The first part of this work
aimed, using those tools, to better define the epidemiology of ACT resistance in Asia and Africa
focusing on two strategic countries: Cambodia, a low-transmission country, which is the epicentre of
drug resistance emergence, and Cameroon, a high-transmission country where resistance to ACT has
not yet been reported. The second part focused on testing of new antimalarial compounds, clinically
and/or in vitro, on multi-resistant parasites collected in Cambodia. Finally, the last part explored the
mechanism of artemisinin resistance using long term in vitro culture and Single Cell RNA sequencing.

The presented work is part of the global strategy for reduction of malaria prevalence. Through a better
understanding of the epidemiology of resistant P. falciparum in Cambodia and Cameroon, this work
helped to survey and adapt current treatments to avoid selection and spread of drug-resistant
parasites. Moreover, new interesting data on artemisinin resistance mechanism were also generated.
Among the new antimalarial compounds tested, some were efficient and could be considered as new
therapeutic options to replace the current first-line treatment in Cambodia in case of increasing
treatment failures.

Keywords: Plasmodium falciparum, resistance, Artemisinin-based Combination Therapies, Cambodia,
Cameroon, mechanism, new therapeutic options
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PARTIE 1:

Synthese bibliographique



Le paludisme est une parasitose tropicale associée a une mortalité et une morbidité importante. Cette
maladie est présente surtout dans les pays du Sud (figure 1). Sa prévalence, estimée a 228 millions de
cas en 2018, a été associée a pres de 405000 déces dont plus de 90% en Afrique subsaharienne (1).
Les enfants de moins de cing ans qui n’ont pas encore développé de réponse immunitaire contre le

parasite ainsi que les femmes enceintes sont tout particulierement a risque (65% des déces).

Figure 1 : Incidence du paludisme en 2018 (estimation du nhombre de cas pour 1000 habitants).
(Organisation mondiale de la santé - World Malaria Report 2019)

L’agent pathogéne est un hématozoaire Apicomplexa du genre Plasmodium. Parmi les cing espéces
du genre Plasmodium capables d’infecter I'Homme, Plasmodium falciparum est I'espéce la plus
fréquemment retrouvée, impliquée dans la grande majorité des déces, et la plus associée aux
problématiques de chimiorésistance.

Les symptomes causés par P. falciparum sont aspécifiques, se manifestant en général par de la fiévre,
des céphalées, et des troubles gastro-intestinaux. L’infection peut étre simple, ou évoluer en
paludisme compliqué. L’acces compliqué est souvent fatal chez les patients non immuns, et associé a
une atteinte cérébrale, une dysfonction respiratoire ou rénale, ou encore une anémie sévére (2).
Plasmodium est transmis d’un individu a l'autre via un repas sanguin de moustique du genre
Anopheles. La répartition de P. falciparum et le nombre de piqres infectantes par jour et par personne

varie d’une région a l'autre : certaines zones notamment en Afrique subsaharienne sont des zones de



tres forte transmission, qui concentrent plus de 90% des cas a I’échelle globale, tandis que I'Asie et
I’Amérique du Sud sont des zones de moyenne a faible transmission (figure 1, (1)). La forte mortalité
liée au paludisme en Afrique subsaharienne s’explique entre autre par un manque notable d’acces au
diagnostic, aux traitements et aux stratégies d’élimination vectorielle dans les zones reculées.

Le poids sanitaire important du paludisme a été un levier pour la mise en place du plan global
d’élimination déployé ces vingt dernieres années dans les pays endémiques. Les principaux axes mis
en ceuvre ont été :

e [’amélioration de la lutte anti-vectorielle grace a I'utilisation d’insecticides (pulvérisation
intra-domiciliaire, larvicides) et a la généralisation des moustiquaires imprégnées d’insecticide ;

e Unrenforcement des capacités diagnostiques surtout via I'introduction de tests rapides et la
formation de microscopistes ;

e La mise en place de traitements antipaludiques efficaces représentés par la famille des
Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine (CTA), et le déploiement de stratégies
préventives (traitement préventif intermittent, et chimio-prévention saisonniere) ;

e Une meilleure accessibilité aux structures de soin.

Ces initiatives ont permis de réduire I'incidence globale du paludisme de 37% et la mortalité de 60%
entre 2000 et 2015 (3,4). Dans certaines localités, le paludisme a également pu étre éliminé comme
au Sri Lanka ou encore dans les provinces du Yunnan et du Hainan en Chine (5). Outre I'accés au soin
et la lutte anti-vectorielle, la mise en place des CTA a constitué un élément décisif pour cette avancée.
Néanmoins, I’élimination est encore loin d’étre atteinte au niveau mondial.

La récente émergence de résistances aux CTA de premiere ligne utilisées en Asie du Sud-Est constitue
un frein important a I'élimination du paludisme dans cette région. Les CTA demeurent pour l'instant
efficaces en Afrique, mais I'apparition de résistances aurait des conséquences sanitaires inquiétantes.
L’étude des résistances aux différents traitements antipaludiques représente donc un enjeu majeur

pour la lutte contre le paludisme.



. CHIMIOTHERAPIE ANTIPALUDIQUE

A. Historiqgue de ['utilisation des principaux antipaludiques et des
résistances associées

Au cours du siécle dernier, la recherche de molécules actives contre Plasmodium a été trés active

(figure 2) (6). Dans le contexte actuel de chimiorésistance, cet axe de recherche demeure encore une

priorité. Pour presque toutes les alternatives thérapeutiques proposées, I'émergence de parasites

résistants a pu étre observée, soulignant la nécessité quasi constante de faire évoluer I'arsenal

thérapeutique. La majorité des molécules antipaludiques en usage sont dérivées de substances

naturelles.
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Figure 2 : Chronologie de I'utilisation des principaux composés antipaludiques et émergence des

1. La quinine

résistances

(Blasco et al. 2017)

La quinine (QN) a été isolée en 1820 a partir de I’écorce de quinquina, dont les décoctions étaient déja

utilisées depuis plusieurs siecles pour le traitement des fievres en Amérique du Sud (7). C'est le

premier antipaludique a avoir été largement utilisé. La QN appartient au groupe des aryl-amino

alcool ; c’est 'alcaloide de I'écorce de quinquina le plus actif contre Plasmodium. La quinine purifiée



a été utilisée comme traitement antipaludique de référence jusqu’aux années 1940, période durant
laquelle elle fut remplacée par des molécules plus efficaces comme la chloroquine (CQ) (8). Cette
molécule a depuis été utilisée comme traitement de deuxieme ligne, principalement chez les femmes
enceintes lors du premier trimestre de grossesse ainsi que pour certains cas de paludisme sévéere (9).
Plusieurs études ont cependant démontré que les CTA au premier mois de grossesse et I'injection
d’artésunate (AS) pour les cas de paludismes séveres étaient plus efficaces que la QN et causaient
moins d’effets indésirables (10,11). Le premier cas de résistance a la QN a été rapporté en 1908 (12).
L’apparition de la résistance a la QN s’est faite lentement. Malgré une diminution de la sensibilité de

P. falciparum a la QN en Asie et en Amérique du Sud, la molécule semble conserver son efficacité (9).

2. Les dérivés de la quinine
Plusieurs aryl-amino alcools dérivés de la QN ont par la suite été synthétisés. Parmi eux, la méfloquine
et la luméfantrine sont les molécules les plus utilisées.

e La méfloquine (MQ) : elle est issue d’une longue liste de composés antipaludiques développés
par I'armée américaine (Experimental Therapeutics Division of the Walter Reed Army Institute of
Research (WRAIR)) a la fin de la guerre du Vietnam, en réponse au lourd bilan de mortalité des soldats
américains liée au paludisme résistant a la CQ (13). L'usage de la MQ, alors devenue la principale
prophylaxie des soldats américains et des touristes en zones endémiques, a rapidement été
controversé au milieu des années 1990 aprés plusieurs études cliniques reportant des effets
secondaires cardiologiques et neuropsychiatriques chez I’homme (13). La neuro-toxicité de la MQ a
par la suite été confirmée grace au modele murin (13,14). La MQ est aujourd’hui utilisée comme
prophylaxie antipaludique du voyageur, et comme drogue partenaire (en raison d’une longue demi-
vie d’environ 3 semaines) en combinaison avec I’AS (AS-MQ) notamment en Asie du Sud-est. Le
premier cas de résistance a la MQ a été rapporté en 1982 en Thailande (15).

e La luméfantrine (LM) : cette molécule a été découverte a la fin des années 1960 pendant le

projet chinois 523 visant a identifier de nouvelles molécules antipaludiques a partir de remédes



traditionnels chinois. Ce projet a aussi mené a la découverte de I'artémisinine (ART), de la pipéraquine
(PPQ) et de la pyronaridine (PYR) (16). Ce projet, initié par le gouvernement chinois pendant la
révolution culturelle, était avant tout un projet militaire visant a trouver un traitement efficace contre
le paludisme résistant a la CQ qui touchait les soldats nord-vietnamiens pendant la guerre du Vietnam.
Un seul rapport fait mention de I'utilisation de la LM en monothérapie en Chine (17), et ce n’est qu’a
partir de l'introduction des CTA que la LM a été utilisée comme drogue partenaire en combinaison
avec I'artemether (AL). La demi-vie de la LM est de 3 a 5 jours (18). La résistance a la LM n’a pas été
clairement démontrée, mais une tolérance augmentée a la molécule a été observée chez des souches

parasitaires africaines présentant un profil de sensibilité a la CQ (19-21).

3. La chloroquine

La CQ a été découverte en 1934 par des scientifiques Allemands. Ces recherches sont restées en
suspens pendant une décennie avant d’étre reprises par des chercheurs Américains pendant la
Deuxieme Guerre mondiale. Une alternative a la QN était en effet urgente a cette période, le Japon
ayant pris le controle du principal site de production de quinquina, en Indonésie (22).

La CQ appartient au groupe des amino-4-quinoléines (23). Grace a son efficacité a la fois contre P.
falciparum et P. vivax ainsi qu’a sa faible toxicité, la CQ est rapidement devenue I'antipaludique le plus
utilisé apres la deuxieme guerre mondiale. En 1957, les premieres études mentionnant I'émergence
de la résistance a la CQ a la frontiere Thailande-Cambodge ont été publiées (24). La résistance a la CQ
s’est par la suite propagée a I’'Ouest de I’Asie et a I’Afrique, mais a aussi émergé de facon indépendante
dans d’autres continents, notamment au Venezuela et en Colombie dans les années 1960, et en
Papouasie Nouvelle Guinée au milieu des années 1970 (figure 3) (23,25). La diffusion de la résistance
a la CQ a causé une importante augmentation de la prévalence et de la mortalité liée a P. falciparum

en Afrique pendant les années 1980.
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Figure 3 : Propagation mondiale de la résistance a la chloroquine de 1957 a 2006.
(Packard et al. 2014)

4. Les dérivés de la chloroquine
Plusieurs approches ont été utilisées afin de développer des antipaludiques efficaces contre les
parasites résistants a la CQ. De ces modifications a découlé la synthése de nombreuses molécules
dérivées ayant des propriétés et un mode d’action similaires a ceux de la CQ. Parmi elles, on
retrouve entre autres :

e Lapipéraquine (PPQ) : elle a été découverte en Chine et en France indépendamment dans les
années 1960. La PPQ a dans un premier temps été testée en Chine et en Afrique, puis a été
massivement utilisée en Chine contre les souches résistantes a la CQ (26). Les premieres souches
résistantes a la PPQ ont été identifiées en Chine en 1989, lors d’essais cliniques conduits dans I'ile de
Hainan (27). La résistance a la PPQ a plus tard été confirmée en Chine par plusieurs autres études
(28,29). La PPQ est officiellement utilisée comme drogue partenaire en combinaison avec la
dihydroartémisinine (DHA) depuis 2010 en Asie et en Afrique, sa demi-vie étant d’environ 20 jours.

e L’amodiaquine (AQ) : découverte en 1948 (30), elle est aujourd’hui utilisée principalement en
Afrique en combinaison avec I’AS (ASAQ). Le métabolite actif de I’AQ, la mono-désethyl-amodiaquine

(MDAQ), a une demi-vie d’une a trois semaines (31). La résistance a I’AQ a rapidement émergé dans



les années 1970. Plusieurs études in vitro et cliniques ont démontré la résistance croisée entre la CQ

et 'AQ, ayant vraisemblablement accéléré I'émergence de la résistance a I’AQ (32-34).

5. Les antifolates

Les antifolates sont des inhibiteurs de la voie de synthese des folates, impliqués notamment dans la
composition des acides nucléiques. Les principaux antifolates (le proguanil, la sulfadoxine et la
pyrimétamine), ont été synthétisés dans les années 1940 (35). Le proguanil et la pyriméthamine
appartiennent aux antifolates de classe | (inhibiteurs de la dihydrofolate reductase (DHFR)). La
sulfadoxine appartient a la famille des antifolates de classe Il (inhibiteurs de la dihydroptéroate
synthase (DHPS)). L'inhibition simultanée de ces deux enzymes ayant une action synergique sur le
parasite, I'utilisation combinée des antifolates de classe | et Il a rapidement été adoptée pour le
traitement du paludisme non compliqué a P. falciparum (35). La combinaison la plus connue est la
sulfadoxine-pyriméthamine (SP). La SP a été introduite dans les années 1990 en Asie du Sud-Est, en
Amérique du Sud et en Afrique suite a la multiplication de souches résistantes a la CQ. La résistance a
la SP a émergé et a diffusé tres rapidement dans ces trois régions, en moins de cing ans aprés son
introduction (figure 4) (36). En Afrique, cette combinaison est encore largement utilisée pour le
traitement préventif des femmes enceintes et des jeunes enfants, en raison de sa slreté et d’un
moindre co(t de fabrication. Le proguanil est en revanche principalement utilisé en combinaison avec

I’atovaquone pour le traitement préventif du paludisme, notamment chez les voyageurs.

6. L’atovaquone
L’atovaquone (ATQ) appartient a la famille des naphtoquinones, synthétisés pendant la Deuxiéme
Guerre mondiale en réponse a I'épuisement du stock de quinine. Cette molécule a fréquemment été
utilisée en combinaison avec d’autres agents antipaludiques. L’ATQ-proguanil (Malarone), est la
combinaison de premiere ligne utilisée pour la chimioprophylaxie du voyageur (37) et reste toujours

efficace, malgré I'existence de résistances a I’ATQ et au proguanil (38).



7. L’artémisinine et ses dérives
L’ART a été isolée en 1979 a partir d’une plante, Artemisia annua, utilisée comme remeéde ancestral
chinois pour le traitement des fiévres (39). Les propriétés antipaludiques de cette plante ont été
découvertes par la professeur chinoise TU Youyou et son équipe, lors du projet 523 décrit
précédemment dans la partie LM (16). L'ART est un sesquiterpéene lactone de la famille des
endopéroxides. Sa composition chimique unique en fait I'antipaludique majeur découvert le siecle
dernier. Plusieurs dérivés semi-synthétiques et synthétiques ont par la suite été développés (DHA,
artéméther (AM), artésunate (AS), ozonides (0Z)) (40). Les dérivés de I’ART sont maintenant
recommandés comme traitement de premiére ligne pour le traitement des formes non compliquées
et séveres du paludisme a I'échelle globale (1,3,4,41), en combinaison avec une drogue partenaire
pour limiter I'apparition de résistances. La demi-vie de I'artémisinine est d’environ une heure. De ce
fait, les parasites asexués ne sont exposés que brievement a des doses résiduelles d’artémisinine dans
le sang, limitant en théorie la sélection de parasites résistants (42). L’ART présente aussi une activité
gamétocyticide. En dépit de la courte demi-vie de I’ART, de son effet bloquant sur la transmission, et
des mesures prises pour éviter d’utiliser la molécule en monothérapie, les premiéres souches
résistantes a I'ART ont été identifiées en 2006 a I'Ouest du Cambodge (43). La résistance s’est depuis

propagée a toute la région du Grand Mékong, mais visiblement pas encore en Afrique (figure 4)

(44,45).
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Figure 4 : Distribution de la résistance de P. falciparum a la chloroquine, sulfadoxine-
pyriméthamine, et artémisinine en Afrique et en Asie du Sud-Est.
(Haldar et al. 2018)
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8. La primaquine
La primaquine (PQ) a été synthétisée en 1946 aux Etats-Unis (46). Elle fait partie de la famille des
amino-8-quinoléines. C'est l'une des seules molécules antipaludiques a pouvoir bloquer Ia
transmission des 5 espéces de Plasmodium infectant 'homme, grace a son activité contre les
gamétocytes (47). La PQ était principalement utilisée pour traiter les infections a P. vivax et P. ovale
grace a son action sur les hypnozoites. Son utilisation pour le traitement de P. falciparum était limitée
en raison des effets secondaires sévéres qui y sont associés, notamment chez les personnes
présentant une déficience en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) dont la fréquence est
importante chez les populations africaines et asiatiques (48). L'utilisation de la PQ a faible dose en
combinaison avec une CTA a récemment été inscrite dans les recommandations de I'OMS pour le
traitement de P. falciparum en zone de faible transmission, et a prouvé son efficacité et sa sireté dans
des régions ol la prévalence de la déficience en G6PD est élevée (53-56). La résistance de P.

falciparum a la PQ n’a jamais été observée.

B. Les Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine

L'OMS recommande ['utilisation des CTA pour le traitement des formes non compliquées de
paludisme a P. falciparum des enfants et des adultes (a I'exception des femmes enceintes pendant le
premier trimestre de grossesse) (49). Les CTA ont été développées dans le but de limiter 'émergence
des résistances, favorisée par |'utilisation d’antipaludiques en monothérapie. Leur implémentation au
début du XXI®™ siécle a permis de réduire drastiquement la prévalence et la mortalité liée au
paludisme (3). Les CTA sont composées d’une molécule dérivée de I’ART de courte demi-vie a action
rapide, associée a une molécule partenaire de longue demi-vie a action plus lente. La durée
recommandée du traitement est de trois jours. Cing CTA sont aujourd’hui enregistrés par 'OMS pour

le traitement du paludisme non compliqué a P. falciparum :



o L’artéméther-luméfantrine (AL) : cette combinaison est la plus utilisée mondialement, et son
efficacité a été prouvée dans tous les pays testés. La résistance a I’AL n’a jamais été clairement
observée, mais les parasites présentant un profil de sensibilité a la CQ (alleles 86N-184F-1246D du
gene Mdrl) ont été associés aux échecs thérapeutiques de I’AL en Afrique (50,51) ;

e L’artésunate-amodiaquine (ASAQ) : cette combinaison est principalement utilisée en Afrique.
Certaines études ont rapporté une efficacité de I'’ASAQ inférieure a 90%, notamment au Rwanda et
Myanmar, en lien avec la présence préalable de la résistance a I’AQ dans ces pays (52-54). Lefficacité
de I’ASAQ en Asie du Sud Est est mal connue et a été étudiée au Cambodge dans la partie travaux de
recherche ;

e Ladihydroartémisinine-pipéraquine (DHA-PPQ) : surtout utilisée en Asie du Sud-Est de 2000 a
2015, cette combinaison est de plus en plus testée en Afrique (55-58). La résistance a la DHA-PPQ a
émergé cette derniere décennie au Cambodge (59), et s’est propagée en Asie du Sud-Est (60—65) ;

e L’artésunate-méfloquine (AS-MQ) : cette combinaison est surtout utilisée en Asie du Sud-Est
et en Amérique du Sud (66). Elle est encore peu utilisée en Afrique malgré une efficacité similaire a
celle de I'AL (67). La résistance a I’AS-MQ a émergé dans les années 2000 au Cambodge et a la
frontiere Thailande-Myanmar (59,68-70) ;

e Artésunate-sulfadoxine-pyriméthamine (ASP) : c’est la CTA la moins utilisée. L'ASP est le

traitement de premiére ligne en Inde (1). Cette combinaison est aussi utilisée en Afrique, mais a été

montrée moins efficace que I'AL (71).

La résistance aux CTA pose aujourd’hui probleme dans la région du Grand Mékong. Le Cambodge est
I’épicentre de I'’émergence des résistances, avec quatre CTA présentant une efficacité thérapeutique
insuffisante: 'AS-MQ, la DHA-PPQ, I'AL et I’ASAQ (figure 5) (72). Dans le cas de I’AL, les échecs cliniques

n’ont pas été associés a la résistance a la LM (données non publiées).
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Figure 5 : Résistance aux CTA (échecs au traitement >10%) dans la région du Grand Mékong.
(OMS, Artemisinin resistance and artemisinin-based combination therapy efficacy, 2018)

1. RESISTANCES AUX COMPOSES ANTIPALUDIQUES

La résistance antimicrobienne est définie par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme étant
« la capacité d’un microorganisme (bactéries, virus, et certains parasites) a contrecarrer I'effet d’'un
traitement antimicrobien (antibiotiques, antiviraux, antiparasitaires) dirigé contre lui. Par conséquent,
les traitements standards deviennent inefficaces, les infections persistent et les microorganismes

résistants se propagent dans la population » (73).

En I'absence d’un vaccin efficace, la lutte contre le paludisme est supportée par la chimiothérapie et
les stratégies anti-vectorielles (74,75). Depuis les années 1950, des résistances aux principales
molécules antipaludiques ont émergé et se sont propagées. La région du Grand Mékong fait face
depuis pres de vingt ans a I’'émergence de résistances aux CTA. L’étude des résistances en terme
d’évolution, de mécanismes et de nouvelles stratégies thérapeutiques représente donc un enjeu

majeur pour I'élimination du paludisme, visée par I’'OMS pour 2030.
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A. Emergence des résistances

1. Apparition d’un événement génétique aléatoire au sein du génome
La résistance de Plasmodium apparait suite a un événement stochastique au sein du génome du
parasite (mutation ou augmentation du nombre de copies d’'un gene) qui est indépendant de
I’exposition aux molécules antipaludiques (76). Ces événements peuvent se produire a tout moment
du cycle de vie du parasite ou I’ADN est répliqué : au sein du moustique ou se produit la méiose, lors

du développement pré-érythrocytaire dans le foie, ou bien lors du stade sanguin (Figure 6) (77-79).
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Figure 6 : Cycle de vie parasitaire de Plasmodium, précisant le nombre de parasites (encadré en
vert) et le nombre approximatif de réplications de I’ADN (en noir) a chaque stade.

(Matthews et al. 2018)

L'apparition de la résistance peut nécessiter une combinaison de plusieurs événements génétiques.
La probabilité qu'un événement se produise est augmentée par le grand nombre de divisions
cellulaires que subit I’ADN du parasite au cours de son cycle (figure 6). Par ailleurs, un événement
unique aura statistiquement plus de chance d’apparaitre (et d’étre sélectionné) qu’une combinaison

d’événements (76).
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Figure 7 : Ratio de mutations non synonymes par rapport aux synonymes chez P. falciparum dans
22 pays. (PNG=Papouasie Nouvelle Guinée)
(Singh et al. 2016)

La grande plasticité génétique des parasites originaires d’Asie du Sud-Est a d’abord été attribuée a une
taux important de mutations non-synonymes, leur conférant une meilleure capacité a développer des
traits génétiques permettant de résister aux antipaludiques (figure 7) (80,81). Cependant, il a
récemment été démontré que les parasites du Cambodge présentaient un taux de mutations dit
« intermédiaire », touchant principalement des génes impliqués dans la réparation de I’ADN, en
opposition avec I"hyper-mutabilité précédemment décrite (82). Quelles qu’en soient les modalités,
Plasmodium remodéle donc sans cesse son ADN, en quéte de survie et de multiplication. Une fois

apparues au sein du génome, les modifications génétiques peuvent disparaitre ou étre maintenues si

elles conferent un avantage évolutif.

2. Sélection des parasites résistants
La sélection dela résistance dépend surtout du nombre de parasites exposés a une molécule
antipaludique. Au cours du cycle de Plasmodium, entre 100000 et 300000 mérozoites sont libérés
dans la circulation sanguine, et donc potentiellement exposés aux antipaludiques circulants. Ce grand
nombre facilite la sélection de parasites résistants, et entraine la contre-sélection des parasites

sensibles (76).
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Il a été démontré que I'hyper-parasitémie chez un patient augmente la probabilité de sélectionner des
parasites résistants (42). Une personne infectée déclarant des symptomes présente la plupart du
temps une parasitémie élevée, son systéme immunitaire n’ayant pas été en mesure de controler la

multiplication du parasite.

Par conséquent, la sélection de parasites résistants dépend du systéme immunitaire de I’"h6te. Dans
les zones de faible transmission de Plasmodium, les patients présentent plus souvent des infections
symptomatiques. De ce fait, les patients sont plus régulierement traités et les parasites, plus en
contact avec les molécules antipaludiques, deviennent plus rapidement résistants. C'est 'une des
raisons pour laquelle les résistances aux antipaludiques (CQ, MQ, PPQ, ART...) ont émergé en Asie du
Sud-Est (83). Dans les zones de forte transmission, la plupart des individus sont partiellement immuns.
La probabilité de rencontre entre un nombre important de parasites avec un composé antipaludique
est donc restreinte aux jeunes patients non immuns. Les chances de sélection des parasites résistants

sont par conséquent réduites.

L'utilisation de traitements contrefaits, ou le mauvais suivi du traitement conduisent a la persistance

de doses résiduelles d’antipaludiques dans le sang, favorisant la sélection de parasites résistants (42).

3. Transmission et propagation des résistances
La transmission du parasite commence au stade gamétocyte, stade précurseur de la reproduction
sexuée. La probabilité de transmission des parasites au moustique augmente avec le nombre de
gamétocytes produits chez I’h6te infecté. Il a été montré que la production de gamétocytes par les
souches résistantes aprés traitement était souvent plus importante que celle des souches sensibles
(84). Cela s’explique par le délai de clairance observé lors d’un échec parasitologique, donnant plus de
temps aux parasites asexués d’entamer la gamétocytogénése. La tres large et rapide diffusion de la
résistance a la SP a par exemple été facilitée par un le portage gamétocytaire important des patients
apres traitement avec cette molécule (85). Une meilleure transmission des parasites résistants a la SP

apreés traitement a aussi été démontrée dans un modéle murin (86).
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La résistance peut en revanche présenter un colt biologique et donc un désavantage dans la
transmission du parasite. Goodman et al. ont démontré une mise en échec de la transmission des
parasites résistants a I’ATQ dans un modele murin (87). Les parasites résistants présentaient en effet
une altération de leur activité mitochondriale, qui empécherait la reproduction des gamétocytes

femelles.

L'implication du vecteur dans la diffusion des résistances est mal connue. Les vecteurs ont une
capacité de diffusion restreinte du fait d’'un périmeétre de vol limité a seulement quelques kilomeétres
(88). La propagation de la résistance a grande échelle s’explique par conséquent par les flux
migratoires humains. Le flux de travailleurs migrants de I'Inde a I'Afrique de I'Est est trés
probablement a I'origine de la diffusion de la résistance a la CQ en Afrique (89,90). De méme, la
récente propagation de la résistance a la DHA-PPQ dans la région du Grand Mékong impliquerait des
souches de méme fond génétique ayant émergé a I’Ouest du Cambodge et qui se seraient propagées
a I'Est du Cambodge, en Thailande et au Vietnam (91,92). L’apparition de résistances peut cependant
avoir plusieurs origines indépendantes, comme cela a été montré pour la résistance a I’ART en Asie

du Sud Est (92,93), ou pour I’'émergence de résistance a la CQ en Amérique du Sud (89).

B. Mécanismes de résistance de P. falciparum aux antipaludiques

1. Principales cibles des antipaludiques
Les antipaludiques peuvent cibler le stade hépatique, sanguin ou sexué du parasite (figure 8) (94,95).
La grande majorité des antipaludiques ayant été développés dans I'optique de réduire les symptoémes
de la maladie, la plupart d’entre eux agissent sur le stade sanguin asexué (figure 8). Par conséquent,
la majorité des mécanismes de résistance sont mis en place par le parasite au cours de ce stade. Cette

partie aborde les mécanismes de résistance de P. falciparum au stade sanguin (rings, trophozoites et
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schizontes). Les mécanismes présentés ne sont pas exhaustifs et ont été sélectionnés pour introduire
les résultats présentés dans la partie 2. La forme sanguine du parasite integre plusieurs voies
métaboliques fondamentales qui furent naturellement ciblées au travers du design des

antipaludiques.
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Figure 8 : Activité des principales molécules antipaludiques sur les différents stades du cycle de vie
de Plasmodium
(Haldar et al. 2018)
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a) La synthese des folates et des pyrimidines dans le cytosol, cible des antifolates

Le grand nombre de réplications du génome de Plasmodium nécessite une production importante de
pyrimidines, participant notamment a la formation des acides nucléiques (a noter que la séquence
nucléotidique de Plasmodium est la plus riche en Adénine-Thymine séquencée a ce jour (environ 80%))

(96,97). Le métabolisme des folates permet la synthése de novo de bases pyrimidiques a partir de

I'acide para-aminobenzoique (PABA) (98). Cette synthése nécessite I'action de trois enzymes: la
dihydroptéroate synthétase (DHPS), la dihydrofolate synthétase, et la dihydrofolate réductase (DHFR).

Ces enzymes sont la cible de plusieurs composés antipaludiques, notamment le proguanil, la
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pyriméthamine et la sulfadoxine. Des mutations dans les génes codant pour DHPS et DHFR ont été
identifiées comme étant associées a la résistance de Plasmodium a ces molécules (99).

b) Le transport des électrons dans la mitochondrie, cible des quinones et de I’ART

Au stade érythrocytaire, le parasite ne posséde qu’une seule mitochondrie (100,101). Elle contient le
plus petit génome mitochondrial jamais séquencé (6-kb), qui code pour le cytochromeb, la
cytochrome oxydase | et la cytochrome oxydase Il formant la chaine de transport des électrons (102—
104). En ciblant le cytochrome b, I'atovaquone empéche d’autres cofacteurs de se lier a celui-ci,
entrainant la chute du potentiel de membrane mitochondrial (figure 9) (105). Cette chute conduit a
I'inhibition des plusieurs enzymes, dont la dihydroorotate deshydrogénase (DHOD) impliquée dans la
synthése des pyrimidines (106,107). Des mutations dans le géne codant pour le cytochrome b sont
associées a la résistance de Plasmodium a I’ATQ (108). L’action inhibitrice de I’ART sur les fonctions

mitochondriales a aussi été démontrée (109).

c) La détoxification de I'héme dans la vacuole digestive, cible de nombreux antipaludiques

Plasmodium a besoin de I’hémoglobine contenue dans le globule rouge hote comme source d’acides
aminés. Cependant, le métabolite ferreux (heme) de ’lhémoglobine est toxique pour le parasite qui a
donc besoin de le dégrader. Le catabolisme enzymatique de I’'héme dans la vacuole digestive génére
un cristal d’hémozoine non toxique pour le parasite (110). Les amino-4-quinoléines (CQ, PPQ, AMQ...),
la PYRO, et la QN agissent principalement sur cette voie métabolique en se liant a I’'heme, interférant
ainsi avec sa détoxification (111). C'est aussi grace au métabolisme de I’"hémoglobine que les dérivés
de I’ART peuvent étre activés. La libération d’ions ferreux Fe?* permettent la scission réductrice du
pont endopéroxyde de I’ART, conduisant a son activation (112). Une fois active, I’ART génére un stress
oxydatif et/ou une alkylation de protéines et lipides parasitaires incluant I’héme lui-méme (113),
causant des dommages cellulaires irréversibles. Plusieurs études ont observé une activité optimale de

I’ART sur les stades trophozoites, ou le catabolisme de I’hémoglobine atteint son pic (114,115).
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Witkowski et al. ont cependant observé une activité plus importante de I’ART sur les jeunes rings

sensibles que sur rings plus agés (116).

Parasitophorous
vacuole

Pyrimidine
nucleotides

Fotte ff ff

derivatives  Orotate

Figure 9 : Molécules antipaludiques, leurs principales cibles biologiques, et mécanismes de
résistance associés.

AQ= amodiaquine, ART= artémisinine, ATQ=atovaquone, CQ= chloroquine, LMF= luméfantrine,
MFQ= méfloquine, QN= quinine, PND= pyronaridine, PPQ= pipéraquine, PYR= pyriméthamine, SDX=
sulfadoxine
(Blasco et al. 2017)

2. Principaux mécanismes de résistance
De nombreux mécanismes de résistances aux antipaludiques coexistent au sein des différents
organites du parasite (figure 9) (6). De facon générale, trois types de mécanismes sont impliqués dans
la résistance :
e La cible biologique de I'antipaludique peut étre modifiée. Certaines mutations dans des

acteurs clés du métabolisme parasitaire peuvent conférer au parasite la résistance a un ou plusieurs

antipaludiques. C’est le cas par exemple de la résistance a la SP, acquise par mutations ponctuelles
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dans les génes codants pour les enzymes DHFR et DHPS. L’acquisition de résistances par modification
de la cible apparait en général rapidement (36) ;

e la résistance peut aussi étre acquise en limitant la concentration d’antipaludiques dans le
parasite. Ce mécanisme est principalement engendré par la modification des transporteurs
permettant I'entrée ou la sortie des molécules antipaludiques dans la vacuole digestive du parasite.
Par exemple, des mutations dans le géne Pfcrt, codant pour le transporteur PfCRT permettent
d’inhiber I'accumulation des amino-4-quinoléines comme la CQ et la PPQ dans la vacuole digestive.
Des polymorphismes dans le géne Mdrl, qui code pour la glycoprotéine PGH1, agissent aussi sur les
concentrations en CQ et AQ, MQ et LM du parasite dans la vacuole digestive ;

e Enfin, la résistance peut étre conférée au parasite via un mécanisme de détoxification ou
réparation. La modification de protéines parasitaires impliquées dans la gestion du stress oxydatif, ou
dans la réparation de I’ADN et des protéines mal conformées est notamment impliquée dans la

résistance a I’ART.

3. Mécanisme de résistance a I’ART
Le terme « résistance » appliqué a I’ART n’est pas tout a fait exact, puisque qu’il s’agit en fait d’un

retard de la clairance parasitaire et donc d’une tolérance ou résistance partielle (figure 10) (117).
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Figure 10 : Schématisation du délai de clairance parasitaire entre une souche sensible et une
souche résistante a I’ART.
(Ferreira et al. 2013)
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Les parasites résistants ont une probabilité plus élevée de causer un échec thérapeutique chez le
patient traité a I’ART. Cependant, la résistance a I’ART ne suffit pas a causer un échec aux CTA. Les
échecs thérapeutiques des CTA sont associés a une multi-résistance incluant également le composé

partenaire.

a) Marqueur moléculaire associé a la résistance a I’ART

Le principal déterminant génétique associé a la résistance a I’ART a été découvert en exposant un
isolat sensible (F32-TEM) a des doses croissantes de DHA pendant cing ans. La souche ainsi obtenue
(F32-ART) présentait une baisse de sensibilité a la DHA (118-120). Le séquencgage du génome complet
des souches F32-TEM et F32-ART a mis en évidence une mutation M476l dans la partie du gene
Kelch13 (K13, PF3D7_1343700), localisé dans le chromosome 13 du génome de Plasmodium de la
souche F32-ART. Différents polymorphismes du gene K13 ont ensuite été identifiés au sein d’isolats
cliniques collectés au Cambodge (120). Ces mutations ont été associées a une élévation significative
du temps de clairance des parasites chez les patients infectés. L’association des polymorphismes dans
K13 avec la résistance a I’ART a ensuite été confirmée phénotypiquement sur des isolats (120,121).
K13 a finalement été validé comme marqueur de résistance a I’ART par édition du génome. L’insertion

d’une mutation dans K13 d’une souche sensible suffisait a conférer la résistance a I’ART (120-122).

b) Mécanismes de résistance médiés par le géne K13.

La résistance a I’ART est principalement médiée par un mécanisme de réparation/gestion du stress
oxydatif (123,124). La résistance a I’ART n’est pas totale et se limite a certains stades du cycle
parasitaire. |l a été démontré que le stade érythrocytaire résistant a I’ART est le stade jeune ring (0-3
heures post-invasion) (125). L'une des premieres observations menant a ce constat a été le retard
engendré par une exposition a I’ART dans la poursuite du développement de trés jeunes rings,
autrement appelé dormance (112,118,125,126). Ce phénomeéne permettrait de mettre en pause la

traduction de protéines en réponse au stress oxydatif (127). L'implication de K13 dans la dormance

20



est mal connue, et une récente étude semble méme suggérer que le géne ne modulerait pas ce

mécanisme (128).

Depuis la découverte de K13 comme marqueur moléculaire, plusieurs études ont tenté d’expliquer le

role du géne dans la résistance a I’ART :
e Gestion du stress oxydatif généré par I’ART

Le gene K13 présente des homologies structurales avec le gene humain Keapl, régulateur négatif du
facteur de transcription NRF2 (nuclear erythroid 2-related factor 2) impliqué dans les réponses
cellulaires au stress oxydatif. L'un des modeéles retenus ces derniéres années suggere que K13, en
formant un complexe avec I'ubiquitine E3 ligase, inhiberait un facteur de transcription homologue a
NRF2 en entrainant sa dégradation continuelle par le protéasome (120,129,130). Certaines mutations
dans le géne K13 pourraient donc empécher la liaison entre la protéine K13 et le facteur de
transcription, augmentant ainsi la réponse au stress oxydatif (figure 1.a), notamment par la régulation

de la réplication de I’ADN et de la réparation de génes (131,132).

e Régulation de la dégradation des protéines par le protéasome
Un deuxieme modele suggere un rble de régulateur de 'ubiquitinylation de la phosphatidylinositol-
3-kinase (PfPI3K) pour K13. Il a été démontré que la protéine K13 issue du gene muté se liait moins a
la PI3K (133). La kinase serait donc moins dégradée par le protéasome lorsque le géne K13 est muté,
favorisant I'accumulation de PI3P. L’accumulation accrue de PI3P dans les parasites résistants a été
observée (133), mais son réle demeure inconnu. La PI3K est un adaptateur impliqué dans plusieurs
voies de signalisation, conduisant notamment a la réparation des protéines anormales dans le
réticulum endoplasmique (132). Cette enzyme a aussi été impliquée dans I'import de I’hémoglobine
dans le parasite au stade ring: l'inhibition de cette enzyme par la wortmannine aurait pour
conséquence la capture de I'hémoglobine dans des vésicules au sein du cytoplasme parasitaire,

empéchant son transport dans la vacuole digestive (132-134).
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¢ Inhibition de l'activation de I’ART lors du métabolisme de I’hémoglobine

Tres récemment, une autre fonction du gene K13 a été proposée. La protéine K13 serait impliquée
dans I'endocytose de I’'hémoglobine par le parasite. L'inactivation de la protéine K13 ou les mutations
dans le gene K13 associées a la résistance a I’ART conduisaient a une réduction de I'import
d’hémoglobine dans la vacuole digestive chez les jeunes rings (0-6h). Ce moindre apport
d’hémoglobine aurait un effet délétere sur la croissance du parasite, mais lui conférerait en
contrepartie une baisse de la sensibilité a I’ART, en réduisant I'activation de I’ART par les produits de
dégradation de ’"hémoglobine (135,136). Cette hypothése va a I'encontre de I'implication de la PI3K
dans I'import de ’hémoglobine (134). L'inhibition de I'ubiquitinylation de la PI3K au sein du parasite
K13-muté devrait alors conduire a un import plus important de I’"hémoglobine dans la vacuole
digestive, ce qui est incompatible avec le modeéle associant K13-muté a une diminution de I'import
d’hémoglobine.
e Impact de K13 sur la résistance a d’autres molécules antipaludiques

Les mutations dans K13 pourraient impacter le degré de résistance du parasite a d’autres molécules.
Il a été montré que l'induction de la résistance a I'ART in vitro induisait aussi un changement de
susceptibilité a d’autres composés antipaludiques comme I'AQ, la MQ, et la pyriméthamine chez la

souche F32-ART (119). Cette résistance multiple impliquant la quiescence du parasite, elle pourrait

néanmoins étre un effet « secondaire » non spécifique aux molécules citées ci-avant.

c) Mécanismes de résistance non médiés par le gene K13

D’autres protéines ont été identifiées comme étant impliquées dans la résistance a I’ART, notamment
la ferrédoxine, PfCRT (chloroquine resistance transporter) (93), PGH1 (P-glycoprotein homologue 1)
(137), les falcipaines (138,139), et nombreux autres candidats identifiés par études d’association
pangénomiques (93,124). Les études du mécanisme de résistance a I’ART ces derniéres années s’étant
principalement concentrées sur le gene K13, peu d’informations sont disponibles concernant le degré

d’implication de ces autres protéines dans la résistance. La récente observation d’isolats K13-sauvages
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résistants a la DHA au Cambodge confirme I'implication d’autres acteurs dans la résistance a I'’ART
(140). Le mécanisme de résistance a I’ART non médié par K13 a été étudié plus en détail dans la partie

« Travaux de recherche ».

d) Epidémiologie de la résistance a I'’ART

Depuis son émergence a I'Ouest du Cambodge en 2006 (43), la résistance a I’ART s’est propagée en
Asie du Sud Est (45,61,62). Elle est désormais établie dans tout le Cambodge, en Thailande, au
Vietnam, au Laos et au Myanmar (62). Deux études récentes ont rapporté I'émergence de souches
résistantes a I’ART en Inde (associée aux mutations K13-G625R et R539T) et en Papouasie Nouvelle
Guinée (médiée par la mutation K13-C580Y) (141,142). La résistance a I’ART n’a jamais été rapportée
en Afrique a I'exception d’un cas en Guinée Equatoriale, ou un travailleur immigré chinois avait
contracté une souche mutée K13-M579l, jamais reportée auparavant (143). Plus de 150
polymorphismes du géne K13 ont pu étre identifiés au cours de différentes études a large spectre
géographique (144,145). Plus de 20 mutations non-synonymes ont été associées a la résistance a
I’ART. La répartition des principaux polymorphismes de résistance du gene K13 en Asie du Sud Est est
indiquée dans la figure 11. A la date de publication de cette étude (2015), une dizaine d’alléles du géne
K13 étaient présents dans la région du Grand Mékong (Cambodge, Vietnam et Laos). La principale
mutation était la C580Y (144), malgré un plus haut niveau de résistance a la DHA in vitro observé chez
les souches R539T et 1543T par exemple (120,121), alors largement moins prévalentes. La répartition
de ces polymorphismes a évolué ces derniéres années. Une étude récente a montré I'exclusivité de
I'allele K13-C580Y au Cambodge, Laos et Thailande (62). L’évolution des polymorphismes du gene K13

ces quatre derniéres années au Cambodge a été étudiée dans la partie « travaux de recherche ».

De nombreux polymorphismes du géne K13 ont aussi émergé de fagon indépendante en Afrique
(93,146). Certaines mutations non-synonymes identifiées en Asie du Sud Est et associées a la
résistance a I’ART ont été retrouvées en Afrique, sans étre associées a la résistance a I’ART (147,148).

Les parasites collectés en Asie et en Afrique appartiennent a deux groupes phylogénétiques bien
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distincts, suggérant une émergence locale des polymorphismes observés en Afrique (93). En Amérique
du Sud, peu de mutations dans le géne K13 ont été identifiées. L'émergence de souches K13-C580Y a
pu étre observée, indépendamment des souches asiatiques, sans association démontrée avec la

résistance a I’ART (149).
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Figure 11 : Carte des différents polymorphismes du géne K13 associés a la résistance a I’ART en

Asie du Sud-Est.
(Ménard et al. 2015)

—~

4. Mécanisme de résistance a la pipéraquine
La PPQ a été utilisée en monothérapie au Cambodge dans les années 1990, puis en combinaison avec
la DHA dans les années 2000. Une faible proportion de parasites résistants a la PPQ était déja présente
en 2002-2003 au Cambodge (92). A partir de 2008, date d’implémentation de la DHA-PPQ comme
traitement de premiére ligne au Cambodge, la résistance a la DHA-PPQ a rapidement émergé et s’est

propagée dans la région du Grand Mékong (92).
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a) Marqueurs moléculaires de résistance a la PPQ

e Plasmepsine2 et Plasmepsine3:

La comparaison des génomes complets de souches sensibles et résistantes a la PPQ isolées au
Cambodge a permis d’identifier I"'amplification des génes Plasmepsine2 (Pm2) et Plasmepsin3 (Pm3)
comme marqueurs moléculaires de résistance a la PPQ (150,151). La délétion des génes Pm2/Pm3
dans la souche de référence 3D7 entrainaient une diminution de la sensibilité a la PPQ (en
comparaison avec une souche 3D7 non éditée) (152). Ces génes codent pour des protéases qui une
fois activées dans la vacuole digestive du parasite jouent le role d’hémoglobinases. L’amplification des
génes Pm2/Pm3 permettrait de compenser l'inhibition de la détoxification de I’héme causée par la
PPQ, en accélérant le catabolisme de I’hémoglobine et de ce fait, en apportant plus d’énergie au
parasite (150,153). Il a cependant été démontré que la surexpression de Pm2 et Pm3 seule sur un fond
génétique 3D7 ne suffisait a conférer la résistance a la PPQ, suggérant I'implication d’autres facteurs

(154).

e Pfert:

Le géne Crt a par la suite été identifié comme second marqueur de résistance a la PPQ. CRT est un
transporteur situé sur la membrane de la vacuole digestive du parasite (figure 10). Des mutations dans
ce géne ont été impliquées dans I'efflux de la CQ hors de la vacuole digestive, empéchant ainsi la
liaison de la CQ a I’heme (155,156). Des souches cambodgiennes présentant les mutations H97Y,
M343L ou G353V dans CRT sur fond génétiques Dd2 (fond génétique asiatique possédant des
polymorphismes associés a la résistance a la CQ) avaient un taux de survie a la PPQ plus élevé en
comparaison avec des souches de fond génétique Dd2 non mutées (60). De plus, I'introduction de la
mutation C101F dans CRT d’une souche au fond génétique Dd2 induisait la résistance de cette souche
ala PPQinvitro (153). Une autre étude a associé la mutation F145I avec un risque cing fois plus élevé
de causer un échec a la DHA-PPQ (157). L'implication de Crt dans la résistance a la PPQ a été confirmée
en introduisant les mutations identifiées dans les précédentes études sur un fond génétique Dd2

(158). Ces mutations étaient associées a une augmentation de la résistance a la PPQ in vitro des
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souches éditées. D’autres mutations associées a la résistance a la PPQ ont aussi été identifiées (T93S

et 1218P) (158).

Les deux marqueurs moléculaires de la résistance a la PPQ Pm2/3 et Pfcrt sembleraient étre liés. En
effet, les souches Crt-mutées présentent une altération de la digestion enzymatique de ’hémoglobine.
Ceci conduit a une réduction du « fitness » du parasite, ainsi privé d’acides aminés essentiels (159).
L’amplification de Pm2/Pm3 permettrait de compenser le colt des mutations dans le géne Crt sur le
« fitness » du parasite, en facilitant la dégradation de I’'hémoglobine (158). Cependant, ces deux
marqueurs ne sont pas strictement associés. Des isolats présentant une amplification des génes
Pm2/3 seule peuvent étre résistants a la PPQ (150). Inversement, des mutations dans le géne Crt

peuvent de facon indépendante a Pm2/3 conférer la résistance a la PPQ (158).

b) Epidémiologie de la résistance a la PPQ

La résistance a la PPQ a émergé pour la premiére fois en Chine a la fin des années 1980, mais aucune
étude n’a fait état de la diffusion de cette résistance jusqu’a l'introduction de la DHA-PPQ au
Cambodge en 2008 (160,161). Des souches présentant I'allele K13-C580Y ainsi qu’une amplification
des génes Pm2/Pm3 ont été sélectionnées par |'utilisation de la DHA-PPQ. Ces souches ont été
appelées KEL1/PLA1 (92). Elles ont rapidement diffusé dans la région du Grand Mékong, ol elles sont

aujourd’hui confinées (Cambodge, Thailande, Vietnam, Laos) (94,68,69,161).

Parmi les souches KEL1/PLA1, certains sous-groupes ont acquis des mutations dans le géne Crt,
associées a la résistance a la PPQ. La prévalence de ces mutations (principalement T93S, H97T, P145l,
and 1218F) a rapidement augmenté a la suite de |'utilisation de la DHA-PPQ comme traitement de

premiere ligne ces cinq derniéeres années au Cambodge, au Vietnam et en Thailande (162-164).

L'amplification des génes Pm2/3 a aussi été décrite en Afrique. Deux études récentes ont observé une
proportion élevée d’isolats présentant une amplification de Pm2/3, notamment au Burkina Faso et en
Ouganda (165,166). La présence de mutations dans le géne Crt associées a la résistance a la PPQ n’a

pas été observée en Afrique.
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5. Mécanisme de résistance a la méfloquine
L’utilisation de la MQ en monothérapie dans la deuxiéme moitié du XXM siécle a favorisé I'émergence

de la résistance en Thailande.

a) Marqueur moléculaire de résistance

Le géne Mdrl (Multidrug resistance gene 1) a été découvert comme marqueur moléculaire de
résistance a la MQ en 2004 (167). L’'augmentation du nombre de copies du géne était associée aux
échecs du traitement, ainsi qu’a une réduction de la sensibilité de parasites isolés en Thailande a la
MQ (167). Le gene Mdr1 code pour la glycoprotéine PGH1, une pompe a efflux ATP-dépendante située
sur la membrane de la vacuole digestive. L’amplification du géne Mdrl ainsi que certains
polymorphismes dans ce géne affectent la concentration de plusieurs molécules antipaludiques a
I'intérieur du parasite, conférant ainsi la résistance (168). Des mutations dans le géne Mdrl ont été
identifiées comme étant impliquées dans la résistance aux amino-4-quinoléines (CQ, AQ). Les
mutations N86Y et D1246Y dans le géne Mdrl (fréquemment retrouvées en Afrique) ont par
exemple été associées a la résistance a la CQ, mais aussi a une augmentation de la sensibilité a la MQ,
alalLMetal’ART (21,137,169).

Une opposition entre les résistances a la MQ et a la PPQ a pu étre observée (170). Les parasites
présentant une amplification du géne Mdrl n’ont en général qu’une seule copie des génes Pm2/Pm3,
et vice versa. Les souches résistantes a la PPQ I’étaient rarement simultanément a la MQ in vitro
(171,172). De plus, 'utilisation de la DHA-PPQ en Asie du Sud Est a entrainé une diminution drastique
de I'amplification du géne Mdrl au profit de I'amplification des génes Pm2/3, allant dans le sens de
mécanismes de résistance a la PPQ et la MQ opposés.

Cependant, des parasites « triples mutants » présentant une mutation dans le géne K13, associée a
I’'amplification des génes Pfmdrl et Pm2/Pm3 ont été récemment identifiés en haute proportion au
Cambodge (173). La prévalence et le phénotype de ces parasites multi-résistants ont été étudiés dans

la partie « travaux de recherche ».
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b) Epidémiologie de la résistance a la MQ

La résistance a la MQ a émergé dans les années 1990 a la frontiere Thailande-Myanmar, six ans aprées
son introduction. En 1994, plus de 50% des infections étaient alors recrudescentes apres traitement a
la MQ dans cette région (174). En conséquence, la MQ a été utilisée en combinaison avec I'AS a partir
de 1994 au Myanmar, en Thailande et au Cambodge. La résistance a la MQ est devenue problématique
au Cambodge aprés I'augmentation des échecs thérapeutiques de I’AS-MQ a la fin des années 2000,
associée avec une augmentation des isolats Mdrl-amplifiés (59,68,175). Le remplacement de I’AS-MQ
par la DHA-PPQ en 2008 a conduit a une quasi-disparition des souches résistantes a la MQ dans cette
région, caractérisée par la disparition de I"amplification du géne Mdrl, et le retour de la susceptibilité
alaMQinvitro (92). L'AS-MQ ayant été réintroduit comme traitement de premiére ligne au Cambodge
en 2016, le profil de résistance des parasites a la MQ est susceptible d’évoluer rapidement. Cette

évolution a été décrite dans la partie « travaux de recherche ».

Cette combinaison est peu utilisée hors Asie du Sud Est. La résistance a la MQ y est absente, a
I’exception de quelques cas de résistance a la prophylaxie du voyageur observés en Afrique (176,177).

L’amplification du géne Mdr1 est rarement observée en Afrique et en Amérique du Sud (178).

C. Les méthodes de surveillance de la résistance aux antipaludiques

La surveillance de I'efficacité des molécules antipaludiques reste I'un des principaux moyens de
contrdle des résistances. Elle a en effet permis d’adapter les traitements aux différents profils de
résistance observés dans les zones d’endémie. Plusieurs outils sont aujourd’hui disponibles pour
suivre en temps réel la résistance.
1. Les études cliniques d’efficacité thérapeutique

Les études cliniques sont conduites dans un environnement contrélé, pendant une durée fixe, et sous
supervision médicale (179). Elles permettent d’évaluer I'efficacité clinique et parasitologique d’un
traitement (réussite du traitement, clairance parasitaire et effets secondaires). Les patients sont
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soumis a différents critéres d’inclusion selon I'étude réalisée (age, parasitémie, symptomes...). Le
diagnostic du paludisme est déterminé par tests rapides et par lectures de gouttes épaisses/frottis
sanguins. La qualité des médicaments utilisés lors de ces études est normalement vérifiée. Aprés
administration du traitement, les patients sont suivis a jour 1, 2, 3, 7, 14, 21, 28 et 42 (le suivi a jour
42 n’est obligatoire que pour les médicaments ayant une demi-vie d’élimination lente). Ce suivi reste
cependant contraignant pour les patients qui ne peuvent parfois pas se présenter au centre de santé.
Ces études permettent la collection d’échantillons sanguins. Ces échantillons permettent d’effectuer
des tests supplémentaires facultatifs, comme le dosage des antipaludiques dans le sang, |'évaluation
in vitro de la sensibilité des isolats parasitaires a différentes molécules, et aussi I'exploration des

marqueurs moléculaires de résistance (179).

2. Les tests d’évaluation de la résistance in vitro et ex vivo
Il est important de surveiller I'efficacité de différentes molécules antipaludiques sur les isolats
parasitaires collectés en complément du suivi clinique. La surveillance in vitro est néanmoins difficile
a mettre en ceuvre en zones d’endémie. La culture de P. falciparum nécessite en effet un
environnement et matériel rigoureusement stérile, de nombreux réactifs et un personnel qualifié.
Mais une fois en place, ces dispositifs peuvent aider a apporter des informations cruciales sur la
sensibilité des isolats et leurs mécanismes de résistance. Plusieurs tests d’évaluation phénotypique de
la sensibilité parasitaire ont été mis au point ces dernieres années. Ces tests visent en général a
déterminer la Clsp d’'une molécule (concentration d’antipaludique nécessaire pour obtenir 50%
d’inhibition parasitaire). Les méthodes de détermination de la Clsp reposent le plus souvent sur
I'incorporation d’un agent isotopique (hypoxanthine tritiée) ou fluorescent (SYBR Green ou autres
fluorophores) dans le parasite afin de mesurer sa multiplication et sa viabilité. Des tests de dosage
protéiques peuvent aussi étre utilisés (dosage des protéines histidine-rich protein 2 (HRP2) ou lactate
déshydrogénase (LDH)). Cependant ces méthodes conventionnelles d’évaluation de la sensibilité ne

conviennent pas pour toutes les molécules antipaludiques. Il a en effet été montré que la Clso n’était
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dans certains cas pas un bon indicateur de la résistance, notamment pour I’ART et la PPQ (60,116).
Ces dernieres années, des tests d’évaluation microscopique du taux de survie parasitaire ont été
développés afin de mieux mimer les temps et doses d’exposition aux antipaludiques observés in vivo.
Le plus utilisé est le RSA (ring stage survival assay), développé par Witkowski et al. en 2013 (figure 12)

(116).
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Figure 12 : Protocole du RSA in vitro et ex vivo
(Witkowski et al. 2013)
Ce test peut aussi bien étre réalisé ex vivo directement a partir du sang de patient, qu’in vitro sur des
parasites synchronisés entre 0 et 3 heures post-invasion (RSA%2H). Un haut pourcentage de survie en
RSA%3M 3 été associé & un retard de la clairance des parasites cambodgiens aprés traitement & la DHA
(116,120,180). Des RSA alternatifs ont depuis été développés par plusieurs équipes, en utilisant de
nouvelles techniques de détection ou bien en adaptant le temps d’exposition a I’ART (181-183). Sur
le méme principe, le PSA (piperaquine survival assay) a été développé par la méme équipe en 2015
pour évaluer la sensibilité a la PPQ. Le protocole est identique a celui du RSA, aux seules différences

de la dose (200 nM) et du temps d’exposition (48 heures) (60).

3. Les outils moléculaires de surveillance de la résistance
L’évaluation de la sensibilité in vitro, associée aux techniques de séquencage et d’édition du génome,
ont permis de découvrir plusieurs marqueurs moléculaires associés a la résistance aux molécules
antipaludiques. Le RSA a notamment permis de découvrir le marqueur de résistance a I’ART K13, en

comparant les génomes complets de souches ayant un RSA élevé a celles ayant un RSA bas. Le
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séquencage du génome entier a grandement facilité la découverte de nouveaux marqueurs
moléculaires. Les techniques d’édition du génome, notamment par des nucléases (en doigts de Zinc
ou Crispr Cas9) permettent de valider ces marqueurs moléculaires, en observant I'effet de leur
délétion ou de leur introduction sur la sensibilité parasitaire aux antipaludiques. De nombreux
marqueurs moléculaires de résistance ont été découverts cette derniere décennie, et sont listés dans

le tableau 1 (184).

Les outils moléculaires permettent aussi de déterminer si les échecs thérapeutiques observés lors des
études d’efficacité clinique sont causés par une réinfection du patient par autre clone parasitaire au
cours du traitement, ou par une recrudescence du parasite initial. Pour cela, différentes techniques
de génotypage peuvent étre utilisées. La plus utilisée consiste a comparer les profils génétiques de
trois génes hautement polymorphiques du parasite : merozoite surface protein 1 (mspl), merozoite
surface protein 2 (msp2), and glutamate rich protein (glurp). Un profil identique confirmera la
recrudescence parasitaire. De nouvelles techniques plus précises de génotypage comme les

marqueurs microsatellites et I'électrophorese capillaire sont aussi disponibles (185-187).

Classe d'antipaludique | Mécanisme d"action Malécules Marqueurs moléculaires de résistance
Chloroguine SMP dans Pfert (K76T)
Amodiaguine SMP dans Pfmdrl (NEGY)
4-aminoguinoléines Inter[?fe Ve 2 s SNPs dans Pfert
detouification de héme Pipéraguine [C101F, T935, HATY, F1451, M3431, G353V)
peragy Amplification de Plasmepsin2 et Plasmepsin3
Pfmdrl une copie
B-aminoquinoléines Primaguine
Inconnu . Inconnus
Tafénoguine

Antifolates

Inhibiticn de la synthése
des folates

Inhibiteurs DHFR
(proguanil, pyriméthamine)

SMPs dans Pfdhfr
[S108M, N51I, C59R, 1164L)
Amplification de la gtp cyclohydrolasel

Inhibiteurs DHPS
[sulfadoxine)

SMPs dans Pfdhps

Mal conmu,

Lumefantrine

Amplification de Pfmdrl

bey

) interfére avec la Mefloguine
Aryl amino-alcools detexification de I'hé
etowfication de me Quinine Mal connus,
médiateurs de résistance a la LM et MQ
Inhibition d h
Maptoquinones nhibition du cytochrome Atovagquone SMPs dans Cyt-b (Y2685/C/N)

Dérivés d'artémisinine

Stress oxydatif

DHA, artesunate, artemether

5MPs dans Kelchl3

Tableau 1 : Principaux marqueurs moléculaires associés a la résistance aux antipaludiques
(Adapté de Cowell et al. 2019)
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lll. Epidémiologie du paludisme et des résistances : exemples du
Cambodge et du Cameroun

Le travail effectué durant cette thése a porté sur deux pays présentant des caractéristiques
épidémiologiques de transmission et de résistance du paludisme bien différentes : le Cambodge, pays
a faible transmission mais qui est I’épicentre de la résistance aux traitements, et le Cameroun, ou la
transmission est beaucoup plus forte mais la résistance aux CTA n’a pas encore émergé malgré la

pression de sélection médicamenteuse.

A. Epidémiologie du paludisme
1. Au Cambodge
Situé au cceur de la région du Grand Mékong, le Cambodge est un pays au climat tropical d’environ 15
millions d’habitants. La transmission de P. falciparum y est faible, et principalement concentrée dans
les zones rurales, notamment les foréts et villages environnants (188,189). La prévalence du paludisme
est plus importante au Nord-Est du Cambodge, avec un maximum de 50 cas détectés pour 1000
habitants dans certaines zones en 2017 (figure 13) (41).
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Figure 13 : Incidence de P. falciparum au Cambodge en 2017 (nombre de cas pour 1000 habitants)
(OMS, World Malaria Report 2018)
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L’Ouest cambodgien est moins touché, a I'exception de la province de Pursat. Les régions de plus forte
prévalence concentrent les foréts, qui disparaissent a grande vitesse dans le pays a cause du
commerce du bois (190). Le pic de transmission du paludisme au Cambodge survient au moment de
la saison des pluies, de juillet a novembre, et principalement la nuit du fait de I’activité nocturne des
anopheles. Les principales espéces d’anophéles vectrices du paludisme a P. falciparum et P. vivax au
Cambodge sont Anopheles minimus et An. dirus (188). Entre 2012 et 2016, la prévalence du paludisme
a drastiguement diminué au Cambodge. Cependant, depuis 2016, en raison de plusieurs facteurs
incluant la résistance aux CTA de premiere ligne utilisés depuis 2012, le Cambodge fait face a une

hausse de la prévalence du paludisme (figure 14) (1).
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Figure 14 : Estimation moyenne du nombre de cas et de déces liés au paludisme de 2010 &4 2018 au
Cambodge, P. falciparum et P. vivax confondus.
(Adapté de OMS, World Malaria Report 2019)

L'augmentation a heureusement été rapidement contrélée et pour la premiére fois en 2018, aucun
déceés lié au paludisme n’a été rapporté au Cambodge (cette information est en désaccord avec les
données de I'OMS, souvent surestimées par rapport aux données nationales) (191) ; le pays qui était

jusqu’a présent en phase de contréle de I'épidémie, devrait passer en phase d’élimination d’ici 2025
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(4). Les progres réalisés ont été possibles grace a la mise en place d’une politique de traitement et de
suivi efficace des patients (utilisation des CTA depuis 2000), a un meilleur diagnostic (tests de
diagnostic rapide et détection par microscopie) et a I'amélioration des stratégies d’élimination
vectorielle (distribution de moustiquaires imprégnées aux habitants, meilleure information, sprays
insecticides). La déforestation du Cambodge a aussi joué un réle conséquent dans la baisse de

prévalence du paludisme ces derniéres années (188).

L’éradication compléete du paludisme au Cambodge reste encore un objectif difficile a atteindre malgré
la faible prévalence observée dans le pays. Le Cambodge a en effet la particularité d’étre I'épicentre
de I’émergence de toutes les résistances aux antipaludiques observées au cours du siecle dernier. La
plupart des parasites sont méme devenus multi-résistants aux CTA de premiere ligne utilisés ces 20
derniéres années. Le second obstacle a I'élimination de Plasmodium au Cambodge est le réservoir
difficilement détectable que représentent les infections asymptomatiques. P. falciparum et P. vivax
continuent a se transmettre principalement chez les hommes agés de 15 a 49 ans travaillant dans les
foréts, parfois sans que ceux-ci ne présentent le moindre symptome (188,189). Cette population ayant
régulierement été exposée au parasite, elle a pu développer une immunité partielle contre lui.
Cependant, le nombre moyen de piqlres infectantes par an au Cambodge est faible (moins d’une
piqlre par semaine dans les zones de forte prévalence) en comparaison par exemple de pays a forte
transmission africains ou le nombre de piqglres infectantes peut dépasser 300 par année (192,193).
De ce fait, les patients cambodgiens sont en général moins exposés au parasite et ont un risque plus
important que les patients africains de développer une infection symptomatique. Au Cambodge seuls
3,7% des patients infectés par Plasmodium sont des enfants de moins de cing ans, en opposition a la
situation africaine ou cette catégorie d’age est majoritairement touchée, car moins immune (194).
Des politiques de traitements de masse ont été entreprises au Cambodge afin de limiter le réservoir
de parasites chez les patients asymptomatiques et ont montré leur efficacité en terme de réduction
de la prévalence (195-197). Au Cambodge, la prévalence de P. vivax tend maintenant a égaler celle

de P. falciparum. En 2017, 58% des cas de paludisme étaient causés par P. falciparum, contre 42% par
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P. vivax (1). La capacité de P. vivax a entrer en dormance dans le foie sous la forme d’hypnozoites en

fait un parasite moins facilement détectable par les méthodes classiques de diagnostic utilisées sur le

terrain.

2. Au Cameroun

Le Cameroun est un pays au climat tropical d’environ 25 millions d’habitants situé en Afrique centrale.

La situation du paludisme au Cameroun est a plusieurs niveaux différente de celle du Cambodge. La

transmission de P. falciparum y est trés élevée, notamment au Sud-Est du pays qui concentre les foréts

(figure 15.A) (198,199). La prévalence du parasite chez 'Homme est supérieure a 80%, et I'incidence

du paludisme supérieure a 100 cas pour 1000 habitants dans la quasi-totalité du pays (figure 15.B)

(1,41,198).
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Figure 15 : A. Carte du Cameroun indiquant les différents climats par région
(Antonio-Nkondjio et al. 2019)
B. Incidence et prévalence de P. falciparum au Cameroun en 2017.
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Le nombre de cas en 2019 a été estimé a 7,3 millions, et le nombre de déces a plus de 10000. La grande
majorité des cas est attribuée a P. falciparum (200). L'incidence du paludisme au Cameroun a
augmenté ces derniéres années (figure 16) (1). La raison de cette augmentation n’est pas claire et est
probablement le résultat de multiples facteurs, notamment un meilleur recueil des données cliniques

ces dernieres années.

Les principaux moyens de lutte contre P. falciparum au Cameroun sont les CTA et I'utilisation
d’insecticides, en combinaison avec les moustiquaires imprégnées d’insecticides. Cependant les
anophéles sont rapidement devenus résistants a toutes les molécules insecticides disponibles au
Cameroun. C’est pourquoi le pays tente maintenant d’ajouter la suppression des gites larvaires a son
panel d’intervention (198,199). Depuis I'introduction des CTA en 2004 au Cameroun, la résistance n’a
pas été observée mais la possible propagation de la résistance a I'artémisinine (ART) en Afrique suscite
I'inquiétude et nécessite une surveillance accrue.

8x10% 4
6x10% 4 pmmm o - R B |
42 10% -

2x10% -

Estimation moyenne
du nombre de cas

.

' | I =3 e
0 ey : ' : : 3 ———p =

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

10000 4

Estimation moyenne
du nombre de décés

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Figure 16 : Evolution du nombre moyen de cas et déces liés a P. falciparum de 2010 a 2018 au
Cameroun
(OMS, World Malaria Report 2019)
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Le Cameroun posséde une tres grande diversité d’anopheéles avec plus de 50 espéces répertoriées. Les
principales espéces vectrices sont An. gambiae (s.s.), An. coluzzii, An. arabiensis, An. funestus, An.
nili and An. moucheti (201). Le taux d’inoculation entomologique est important méme dans les zones
urbaines (jusqu’a 92 piqdres infectantes par homme par année a Yaoundé) (202). Le taux d’inoculation
entomologique peut méme atteindre 100 piqlres infectantes par mois dans la forét équatoriale
camerounaise (199). Ainsi, la plupart des individus adultes présentent une immunité partielle dirigée
contre le parasite, permettant d’éviter le développement de formes séveres. Les enfants de moins de
cing ans qui n'ont pas encore développé d'immunité partielle contre Plasmodium sont beaucoup plus
a risque. La prévalence de P. falciparum chez les enfants de 2 a 9 ans peut atteindre 40% des cas de

paludisme au Cameroun lors de la saison des pluies (199).

B. Bilan récent de la résistance aux CTA

1. Au Cambodge

Le traitement de premiere ligne utilisé depuis 2016 au Cambodge est I’AS-MQ, associé a une faible
dose unique de PQ. L’AS-PYR (Pyramax®) associé a une faible dose unique de PQ est aussi en cours
d’essai clinique depuis 2017. L'utilisation de la DHA-PPQ de 2012 a 2016 avait conduit a la sélection et
a la multiplication de souches résistantes a la fois a I’ART et a la PPQ. Ces résistances ont conduit a
prés de 50% d’échecs cliniques a la DHA-PPQ dans certaines régions du Cambodge, poussant les
autorités de santé a changer de traitement (61,64). Plus de la moitié des souches de P. falciparum
cambodgiennes présentaient en effet la mutation C580Y dans le géne K13, associée a la résistance a
I’ART, ainsi que I'amplification des génes Pm2/Pm3, associés a la résistance a la PPQ (KEL1/PLA1). La
prévalence des mutations dans le gene Crt, aussi impliquées dans la résistance a la PPQ, ont

rapidement augmenté de 2013 3 2018 (91,158,162,163).

La pression de sélection exercée par la drogue partenaire semble essentielle dans la sélection des

clones multi-résistants (172,203). L'étude de Parobek et collaborateurs a démontré que les souches
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cambodgiennes résistantes a I’AS-MQ provenaient d’un cluster phylogénétique bien distinct de celui
des souches résistantes a la DHA-PPQ (172). Aussi, la mutation R539T de K13 était exclusivement
associée au cluster génétique concentrant une majorité de souches résistantes a la MQ, mais pas a la
PPQ in vitro. Ceci explique que la prévalence de certains mutants K13, présents au Cambodge pendant
I"utilisation de I’AS-MQ (2000-2012) a nettement diminué au cours des années d’utilisation de la DHA-

PPQ au profit de la mutation C580Y.

La PQ faiblement dosée a été ajoutée a toutes les CTA testées depuis 2017 au Cambodge. La sireté
de ces combinaisons sur les populations G6PD-déficientes a été prouvée. L’action gamétocyticide de
la PQ a pour but de ralentir la transmission des parasites. La question de la résistance a I’AS-MQ + PQ
et a I’AS-PYR + MQ depuis 2016 sera abordée dans la partie « travaux de recherche ».

Pourquoi le Cambodge est-t-il I'épicentre de I'’émergence de la multi-résistance aux antipaludiques ?
Une premiere réponse peut étre apportée par la forte exposition des parasites a différentes
monothérapies au cours du siecle dernier, puis aux CTA, en raison de I'importante proportion
d’infections symptomatiques a P. falciparum au Cambodge. De plus, au Cambodge la plupart des
infections sont monoclonales : les parasites ne sont donc pas soumis a une compétition entre clones.
Le colt de la résistance sur le fitness du parasite est donc moins important. Aussi, la faible immunité
acquise des patients cambodgiens élimine probablement plus difficilement les parasites résistants,
conférant a ceux-ci un avantage évolutif. Certaines hémoglobinopathies (HbAE, HbEE) ainsi que la
déficience pour I'enzyme G6PD ont une forte prévalence au Cambodge et pourraient aussi avoir un
role dans I'apparition des résistances (204-207). Ces perturbations altérent en effet I'équilibre
d’oxydoréduction des globules rouges, protégeant ainsi contre les formes séveres du paludisme. Elles
pourraient avoir un impact sur I'action de certaines molécules, notamment I’ART qui provoque un
stress oxydatif. Enfin, I’hypothése d’un taux plus important de mutations non-synonymes dans I’ADN
des parasites cambodgiens pourrait faciliter I'émergence de résistance. L'effet d’un suivi incomplet

des traitements par les patients et la distribution de médicaments contrefaits sur la sélection de
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résistances au Cambodge doit étre moindre puisque ce probleme est aussi présent en Afrique, ou la

résistance aux CTA n’a pas émergé.

2. Au Cameroun
Le Cameroun utilise officiellement deux traitements de premiére ligne différents depuis 2004 et 2006
respectivement : ’ASAQ et I’AL (1). Ces deux combinaisons sont toujours efficaces, malgré une légére
réduction de leur efficacité de 97% en 2006 a 90% en 2016 (199). Cependant, la DHA-PPQ est aussi

largement utilisée depuis 2012. L’AS-MQ est aussi distribué en moindre proportion.

La résistance aux CTA n’est pas un probleme au Cameroun. Plusieurs études de surveillance des
marqueurs moléculaires connus pour étre associés a la résistance aux principales molécules
antipaludiques ont été réalisées ces derniéres années. Ces mutations et les antipaludiques dont elles
affectent le niveau de résistance ont été listées dans le tableau 2 (198). La plupart des
polymorphismes répertoriés au Cameroun ces vingt derniéres années ont été identifiés dans les génes
Pfcrt (associés la tolérance a la CQ, AQ et LM), Mdr1 (associés a la tolérance a I’AQ, CQ, MQ et LM), et
Dhfr/Dhps (associés a la tolérance a la SP). Ces derniéres années, les polymorphismes associés a la
sensibilité a la CQ semblaient ré-émerger en raison des nouvelles politiques de traitement adoptées
au Cameroun depuis 2004 (208,209). Les marqueurs de résistance a la SP semblent quant a eux
persister, cette combinaison étant toujours utilisée pour le traitement préventif intermittent des

femmes enceintes (210).

Gene Drugs affected Mutations detected in Cameroon Sites reporting drug resistance
by gene

mutations

pfert CQAQ M K76T, M741 N75E, K76 T, Q271K 1356K Mutengene, Ebolowa, Yaoundé, Bertoua, Douala

Kye-Ossi, N

ST108N Yaou

gaounaere, Garoua

8, Mont-Cameroon, Ngaound

pfdhps SP K142N K31V . S436A ASBIG. AB13S. KS540E. Yaoundé. Mont-Cameroon Mutenge
A437G
)

pimde-1 AQ CQ LM, MQ  NBA&Y, Y184F D1246Y Mutengene, Yaoundé, Garoua

plkelchl3 Artemisinine Kigom Mont-Cameroon

Tableau 2 : Prévalence des principales mutations associées a la résistance aux molécules
antipaludiques ces derniéres années au Cameroun.
(Antonio-Nkondjio et al. 2019)
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La possible émergence de la résistance a I’ART en Afrique suscite aujourd’hui I'inquiétude et nécessite
une surveillance accrue. De nombreux travailleurs venus d’Asie du Sud-Est ont immigré en Afrique ces
dernieres années et pourraient propager la résistance a I’ART (143). Il a récemment été montré que
les isolats cliniques asiatiques résistants a I’ART pouvaient aussi bien étre transmis par les especes
d’anophéles vectrices africaines que par les especes vectrices asiatiques (211). Cependant, plusieurs
polymorphismes ont été identifiés dans le géne K13 sans jamais étre associés a une baisse de la
sensibilité a '’ART in vitro par RSA (144,147,212). La résistance a I’ART en Afrique pourrait néanmoins

émerger a travers d’autres génes de résistance encore inconnus (213).

L’efficacité des CTA au Cameroun peut s’expliquer par la forte proportion de patients présentant une
immunité partielle contre le parasite, et qui par conséquent éliminent mieux les parasites résistants.
La poly-clonalité des souches camerounaises pourrait aussi ralentir la sélection de parasites résistants.
Le grand nombre de CTA circulant au Cameroun permet aussi aux parasites d’étre exposés a une
grande variété de molécules antipaludiques, ralentissant ainsi le développement des résistances. Le
nombre de cas de paludisme et la mortalité engendrée restent cependant trés élevés au Cameroun et
ont méme augmenté depuis 2016. Plusieurs facteurs comme le nombre important de médicaments
contrefaits circulant dans le pays, la résistance des anophéles aux insecticides, et I'accés restreint
aux stratégies anti-vectorielles et aux traitements dans certaines régions reculées ou en conflit

politique, peuvent expliquer ces chiffres.

La PQ faiblement dosée n’a pas été ajoutée aux CTA de premiére ligne utilisées au Cameroun. La
question de l'utilisation de la PQ se pose en effet dans les zones de forte transmission, compte tenu

de la grande proportion d’infections asymptomatiques qui ne sont pas traitées.
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IV. NOUVELLES OPTIONS THERAPEUTIQUES

Tous les composés antipaludiques utilisés dans les CTA de premiére ligne ont été synthétisés au cours
du XXeme siecle. P. falciparum a développé des résistances a la plupart de ces molécules. Il est donc
important de trouver de nouveaux composés capables de remplacer les traitements de premiére ligne
actuels dans le cas ou ils viendraient a perdre en efficacité. Le Cambodge, zone de multi-résistance,

nécessite une surveillance particuliere et un renouvellement fréquent des molécules antipaludiques.

Le développement de plateformes de tests a haut débit ces derniéres années a permis la découverte
de nombreuses molécules prometteuses, principalement coordonnée par Medecine for Malaria
Ventures (MMV). Le développement de ces molécules, de leur synthése a leur disponibilité sur le
marché pharmaceutique, dure plus de 10 ans. La slreté des molécules pour les patients et leur
efficacité sur Plasmodium doivent au préalable étre prouvées au cours de différentes études cliniques

(figure 17).
A. Molécules a action rapide : les remplacants de I’artémisinine

Une attention particuliere a été apportée au développement de molécules capables de remplacer
I’ART. Certaines de ces molécules, les ozonides, présentent un mécanisme d’action similaire a celui de
I’ART, mais avec une demi-vie beaucoup plus longue (23 heures pour 0Z439) (214). L'OZ439 est
actuellement testé cliniquement en Afrique et en Asie du Sud-Est (215,216). Lors de ces études,
I’0Z439 a été administré en dose unique (contrairement a I’ART qui est délivrée en trois doses),
facilitant ainsi la prise du traitement par les patients. La mutation C580Y dans le géne K13 ne causait
pas de résistance croisée entre '0Z439 et I’ART (217,218), tandis que la mutation R539T conférait un
résistance croisée partielle (217-220). En revanche, une forte résistance croisée entre I'ozonide 02277
et la DHA a été observée. L'utilisation de I'OZ277 en combinaison avec la PPQ a été validée pour usage
clinique en Inde. Etant donné la présence de souches présentant un délai de clairance apreés
traitement a I’ART associées a des mutations dans K13 en Inde, une attention particuliere devrait étre

apportée a la surveillance de ce traitement (141).
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D’autres molécules visant a remplacer I’ART présentent un tout nouveau mécanisme d’action. KAE609
est I'une des plus avancées, et présente la durée de clairance parasitaire la plus courte jamais observée
(221). Elle bloque aussi la transmission des formes sanguines au moustique, et ne semble pas induire
de dormance parasitaire contrairement a I’ART (222). KAF156 présente aussi un nouveau mécanisme
d’action et serait active sur tous les stades de P. falciparum. Cependant, les résistances a KAE609 (82)
et KAF156 (223,224) ont pu étre induites in vitro et des mutations impliquées dans ces résistances ont

déja été identifiées. Ces deux molécules sont testées cliniquement en dose unique.

B. Molécules a action prolongée

Deux des nouvelles molécules partenaires en cours d’essai clinique ont été testées au Cambodge. Les
résultats sont présentés dans la partie « travaux de recherche » de cette thése :

e Lapyronaridine (PYR):

Cette molécule a été développée en 1970 en Chine et y a été utilisée en monothérapie pendant
environ 30 ans. La PYR est un dérivé de benzonaphthyridine. Sa demi-vie est d’environ 14 jours (225).
La PYR est utilisée en combinaison avec I'artésunate (AS-PYR, Pyramax®). Cette combinaison a été co-
développée par MMV et Shin Poong pharmaceutical (Corée du Sud). C’est la seule nouvelle CTA a avoir
été approuvée par I’Agence Européenne du Médicament (article 58) (226). L’AS-PYR est indiqué pour
le traitement des paludismes non compliqués a P. falciparum et P. vivax. Son utilisation est aujourd’hui
enregistrée dans plusieurs pays d’Afrique sub-saharienne et d’Asie du Sud-Est (226). Plusieurs études
cliniques réalisées en Afrique et en Asie ont confirmé |'efficacité et la sGreté de I’AS-PYR (227-230). La

résistance de Plasmodium a I’AS-PYR n’a pas encore été observée.
e Laferroquine (FQ):

C’est une amino-4-quinoléine de troisieme génération synthétisée dans le années 1990, et dérivée
de la CQ par ajout d’un groupement ferrocene. Le mécanisme d’action de la FQ par inhibition de la
détoxification de I'héme est similaire a celui de la CQ (231). L'efficacité de la FQ a pourtant été

démontrée sur des souches CQ-résistantes (232). De plus, les tentatives d’induction de la résistance
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ala FQin vitro ont échoué (233). La demi-vie de la FQ est de 16 a 31 jours. Cette molécule vise a étre
utilisée comme drogue partenaire. Plusieurs essais cliniques ont été conduits en testant la FQ en
combinaison avec I’AS. Cette association a été montrée efficace en Afrique (234,235). L'utilisation de

la FQ en combinaison I'0Z439 est en cours d’essai clinique au Vietnam.
C. Les triple-CTA

De nouvelles CTA composées de molécules antipaludiques développées au cours du siecle dernier sont
aussi en cours d’essai clinique. Parmi elles, on retrouve les triple-CTA, composées d’un dérivé de I’ART
associé a deux drogues partenaires de longue demi-vie. Cette tri-formulation a pour but de limiter
I"apparition des résistances. Une étude clinique visant a comparer I'efficacité de triple-combinaisons
(AL-AQ et DHA-PPQ-MQ) a celle de CTA de référence (AL et DHA-PPQ) est actuellement en cours

(étude NCT02453308, clinicaltrials.gov).
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PARTIE 2 :

Travaux de recherche
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Obijectifs : La premiéere partie de ce travail décrit I’épidémiologie des résistances de P. falciparum aux
principaux composés antipaludiques utilisés au cours des dix derniéres années au Cambodge et au
Cameroun. La deuxiéme partie a étudié I'efficacité de nouvelles options thérapeutiques envisageables
au Cambodge, potentiellement capables de remplacer les traitements de premiéere ligne actuels en
cas d’augmentation des échecs thérapeutiques. Enfin, une derniére partie a visé a mieux comprendre
les mécanismes biologiques de résistance a I’ART des isolats du Cambodge et les facteurs additionnels

a K13 impliqués dans cette résistance.

|. EPIDEMIOLOGIE DE LA RESISTANCE AUX CTA AU CAMBODGE ET AU
CAMEROUN

A. Emergence de la résistance a I’artésunate-méfloquine en combinaison
avec une faible dose de primaquine au Cambodge

1. Introduction

L’AS-MQ associé a une faible dose de PQ est le traitement de premiére intention figurant depuis 2016
dans le schéma thérapeutique au Cambodge (1). Ce traitement avait déja été utilisé de 2001 a 2012,
mais I'augmentation du nombre d’échecs thérapeutiques associée a I'émergence de résistances a
I’ART et a la MQ avait conduit a son remplacement par la DHA-PPQ en 2012 (59,68). La proportion
d’échecs thérapeutiques apres traitement a la DHA-PPQ a par la suite graduellement augmenté pour
atteindre prés de 50%, notamment dans la province de Pursat (Ouest du Cambodge). Durant cette
méme période, un retour de la sensibilité a la MQ a pu étre observé, encourageant la réintroduction
de I’AS-MQ comme traitement de premiere ligne en 2016 (60,64,162).

Les travaux présentés dans cette partie s’inscrivent dans une logique de surveillance clinique,
moléculaire et in vitro de I'efficacité de I’AS-MQ ces derniéres années au Cambodge. Les marqueurs
moléculaires de résistance découverts au cours de la derniére décennie représentent un outil de

surveillance majeur de I'évolution des résistances. Le géne K13-muté a été identifié comme le principal
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marqueur moléculaire de résistance a I’ART (45,120). La résistance a la MQ aété associée a
I'amplification du géne Mdrl (167). Enfin, 'amplification des génes Pm2 et Pm3 et différents
polymorphismes du gene Crt ont été associés a la résistance a la PPQ (150,151,158). L’évolution de
ces différents marqueurs moléculaires a été analysée pour un grand nombre d’isolats de P. falciparum
collectés entre 2016 et 2019, en association avec l|'efficacité clinique du traitement. Une étude
phénotypique de la sensibilité a I’ART, PPQ, et MQ in vitro a aussi été réalisée. Ce travail a aussi eu

pour but de suivre la dynamique spatio-temporelle des résistances aux antipaludiques au Cambodge.

2. Méthodes

a. Conception de I’étude et participants

e Descriptif des études. Quatre études d’efficacité thérapeutique de I’AS-MQ ont été conduites
entre 2016 et 2019 au Cambodge. Celle de 2019 étant toujours en cours, les données décrites le seront
seulement pour les échantillons déja recus et analysés au moment de la rédaction de ce manuscrit.
Le nombre de patients et les sites d’inclusion ont été décrits pour chaque étude dans le tableau 3 et
la figure 18. L'étude 20HC a été réalisée en 2017 dans l'unique objectif de réaliser une analyse
moléculaire des marqueurs de résistance. Les données moléculaires et phénotypiques des études
d’efficacité thérapeutique de I’ASAQ, DHA-PPQ et AS-PYR ont aussi été utilisées pour ce travail.

Ces études ont été réalisées en collaboration avec le « National Center for Parasitology, Entomology

and Malaria Control » (Centre National de Malariologie [CNM], Phnom Penh, Cambodge) et 'OMS.
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Nombre

Collection de sang pour

Collection de sang pour

Période Sites de participants étude moléculaire étude phénotypique
Etudes d’efficacité thérapeutique de I’AS-MQ
Sep 2016 Oui, sang total Oui, sang total
-Jan 2017 Kampong Spey TOTAL =68 (-80°C) (azote liquide)
Kampong Speu 56
Nov 2017 Pursat 51 Oui, sang total Oui, sang total
-Fev 2018 | Stung Treng 60 (-80°C) (azote liquide)
TOTAL = 167
Kratie 24
Sep 2018 Mondulkiri 44 Oui, sang total Oui, sang total
-Jan 2019 | Ratanakiri 53 (-80°C) (azote liquide)
TOTAL=121
Kampong Speu 35
Kratie 8
Sep 2019 Mondulkiri Oui, sang total Oui, sang total
-Dec 2019 | Pursat 16 (-80°C) (azote liquide)
Ratanakiri 52
TOTAL =112
Etude moléculaire
Kampong Cham 56
Kampong Som 52
Oddar Manchey | 8
2017 (20HO) Pursat 9 Oui, goutltes,de sang non
Mondulkiri 161 seché
Ratanakiri 72
Stung Treng 175
TOTAL =533
Autres études d’efficacité thérapeutiques (pour données moléculaires et phénotypiques)
2016 Ratanakir ol Oui, sang total Oui, sang total
(DHA-PPQ) Stung Treng v (-80°C) (azote liquide)
TOTAL =108
Mondulkiri 31
2016 Pursat 29 Oui, sang total Oui, sang total
(ASAQ) Siem Reap 3 (-80°C) (azote liquide)
TOTAL =63
Kampong Speu 62
2017-2019 Pursat o 4 Oui, sang total Oui, sang total
(AS-PYR) Mondulkir 00 (-80°C) (azote liquide)
Ratanakiri 59
TOTAL = 223

Tableau 3 : Descriptif des études cliniques, moléculaires et phénotypiques effectuées au Cambodge

entre 2016 et 2019.
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études thérapeutiques AS-MQ

Figure 18: Carte du Cambodge indiquant les provinces incluses dans les études cliniques,
moléculaires et in vitro.

e Recrutement des patients. Tous les patients inclus ont donné leur consentement écrit. Une
autorisation parentale a été obtenue pour les enfants agés de 12 ans et moins. Les patients éligibles
étaient dgés de plus de 7 ans, et présentaient une mono-infection a P. falciparum (entre 500 et 250000
parasites asexués par L de sang) confirmée par microscopie. Les patients ont présenté de la fievre au
cours des 24 derniéres heures et étaient capables d’ingérer un traitement oral. Les femmes non
mariées dgées de 12 a 18 ans, et les femmes enceintes et allaitantes ont été exclues des études. Toutes
les femmes pouvant potentiellement étre enceinte ont effectué un test de grossesse. Les autres
criteres d’exclusion ont été : un paludisme sévere, une malnutrition sévere, des conditions fébriles
dues a une autre infection, une infection chronique, I'utilisation de médicaments pouvant interférer
avec la pharmacocinétique des antipaludiques administrés, ou un précédent recueil d’hypersensibilité

al’AS ou a la MQ.

49



b) Traitement

L’AS-MQ (Artesunate/Mefloquine 100/200mg, fixed dose combination, Cipla, Mumbai, Inde) a été
administré sous supervision médicale une fois par jour pendant trois jours. Les doses journalieres ont
été déterminées en fonction du poids pour atteindre 4mg/kg/jour d’AS, et 8mg/kg/jour de MQ. La PQ

a été administrée en dose unique de 15 mg (0,25 mg/kg) le premier jour du traitement.

c) Procédure

Les patients inclus ont subi un examen clinique et leurs précédents traitements médicamenteux ont
été répertoriés. Tous les patients ont été suivis a jour 1, 2, 3, 7, 14, 21, 28, 35 et 42. La parasitémie et
I'espéce de Plasmodium ont été identifiées par examen de gouttes épaisses colorées au Giemsa, a
chaque visite pendant et aprés traitement jusqu’a ce que la parasitémie du patient soit négative. Les
patients présentant une parasitémie positive a I'issue du traitement (formes asexuées) ont recu un
traitement de seconde intention. Les patients ayant développé un paludisme sévére durant cette
période ont été traités par quinine-tétracycline, en accord avec les recommandations nationales.

Un échantillon sanguin a aussi été collecté avant traitement (jour 0) et au jour de I’échec clinique. Par
la suite une analyse des génotypes Mspl, Msp2 et Glurp comparant la souche initiale a celle collectée
lors de la résurgence de l'infection a été réalisée afin de catégoriser ces événements cliniques en

réinfection ou recrudescence (échec clinique) (236).

d) Surveillance moléculaire

Le géne K13 a été séquencé afin d’identifier les mutations associées a la résistance a I’ART, selon le
protocole précédemment décrit (120). Les nombres de copies des génes Pm2/Pm3 (nommé Pm2) et
Mdrl associés respectivement a la résistance a la PPQ et a la MQ ont été déterminés par PCR
guantitative suivant le précédent protocole avec modification de la température d’hybridation a 63°C
(150). Les génes ont été considérés amplifiés pour un nombre de copies >1,5. Les séquences du gene
Crt ont également été obtenues pour certains échantillons collectés en 2017 et 2018 par séquencage
du génome complet (en collaboration avec le Dr. Frédéric Ariey, Institut Cochin, Paris), afin d’identifier

les mutations associées a la résistance a la PPQ.
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e) Evaluation de la sensibilité a la DHA, MQ et PPQ in vitro

Le sang des patients inclus a été collecté en tubes acide-citrate-dextrose (ACD) avant traitement, et
cryo-préservé dans les 48 heures aprés réception a I'Institut Pasteur du Cambodge. Les isolats ont
ensuite été décongelés et adaptés en culture selon les méthodes décrites (116). La souche de
référence 3D7 (sensible a la DHA, a la PPQ et a la MQ, obtenue par le Malaria Research and Reference
Reagent Resource center [MR4]) a été cultivée suivant les mémes conditions. Les susceptibilités a
I’ART et a la PPQ de certains des échantillons collectés ont été évaluées par RSA®3" et PSAO3h
respectivement, comme précédemment décrit (60,116). Brievement, les rings 0-3h post-invasion (p.i)
ont été exposés a 700 nM et DHA ou 200 nM de PPQ pendant respectivement 6 ou 48 heures, puis
maintenues 66 ou 24 heures dans un milieu sans antipaludique. La proportion de parasites viables a
ensuite été énumeérée sur un total de 10000 globules rouges via frottis sanguin colorés au Giemsa. Le
pourcentage de survie aprés exposition a la DHA et a la PPQ a été déterminé en fonction de la survie

observée dans le contrdle sans médicament.
La susceptibilité a la MQ a été évaluée par test isotopique d’incorporation de [G-H3]-Hypoxanthine,
selon la méthode déja décrite (116). Les concentrations inhibitrices (Clsg) ont été déterminées en

utilisant le site http://www.antimalarial-icestimator.net.

3. Résultats

a) Efficacité thérapeutique de I’AS-MQ au Cambodge de 2017 a 2019

L'efficacité thérapeutique de I’AS-MQ a été étudiée au cours des quatre études précédemment
décrites (tableau 3). Les échecs cliniques (recrudescences) ont été identifiés par génotypage. Sur un
total de 468 échantillons collectés entre 2016 et 2019, seulement 3 échecs cliniques ont été observés.
Deux des échecs ont été collectés dans la province de Pursat (Ouest) et un dans la province du
Ratanakiri (Est). L'efficacité moyenne de ces études était donc de 99,4% (figure 19, tableau 4). Les
données d’efficacité clinique, ainsi que les données moléculaires et in vitro des souches

recrudescentes ont été listées dans le tableau 4. Les souches recrudescentes présentaient les
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mutations R539T et Y493H dans le géne K13. Deux d’entre elles présentaient plusieurs copies du gene

Mdrl au jour de I'échec, associée a une baisse de susceptibilité a la MQ in vitro.
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Figure 19 : Efficacité clinique de I’AS-MQ de 2016 a 2019. Les probabilités de réponses cliniques et
parasitologiques adéquates ont été mesurées par Kaplan-Meier pour les 4 études d’efficacité thérapeutique de
I’AS-MQ effectuées entre 2016 et 2019. Les courbes de survie ont été comparées par test de Log-Rank (Mantel-
Cox), et considérées statistiquement significatives pour une valeur P<0,05. Aucune des différences entre les
courbes de survie des années 2016-2017, 2017-2018, 2018-2019 et 2019-2020 n’apparait significative.

Données cliniques

Nombre d’échantillons 468
Nombre d’échecs cliniques (recrudescences) 3
Nombre de réinfections 5
Efficacité (%) 99,4%
Echec 1 Echec 2 Echec 3
Site de collection Ratanakiri Pursat Pursat

Données moléculaires des échecs cliniques

@ Polymorphisme K13 R539T Y493H Y493H

% Nombre de copies Mdrl avant traitement (jour 0) 4 1 2

% Nombre de copies Mdrl apreés traitement (jour X) 4 2 2

§ Nombre de copies Pm2 1 1 1

% Données phénotypiques des échecs cliniques

3 RSA (% de survie) a jour 0 45 0,9 2,7
PSA (% de survie) a jour 0 0 0,5 2,5

Cl,, MQ (nM) ajourO 107,5 47,0 72,3

Tableau 4 : Efficacité thérapeutique de I’AS-MQ entre 2017 et 2019 au Cambodge. Les marqueurs
moléculaires des souches résistantes, ainsi que les données de susceptibilité in vitro a ’ART, PPQ et MQ ont été

précisés pour les souches recrudescentes (seuils de résistance : 1% de survie pour la DHA, et 10 nM de Clso pour
la PPQ).
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b) Evolution des marqueurs moléculaires de résistance depuis 2016

Les polymorphismes du géne K13, ainsi que le nombre de copies des génes Mdrl et Pm2 ont été
déterminés pour 1251 échantillons de P. falciparum collectés dans différentes provinces
cambodgiennes entre 2016 et 2019 (voir figure 18). Les échantillons provenaient de toutes les études

décrites dans le tableau 3 (matériels et méthodes).
Evolution des polymorphismes du géne K13.

o Alléle sauvage : Entre 2016 et 2018, la proportion d’échantillons présentant un allele K13-
sauvage a augmenté a I'Ouest du Cambodge (de 3% a 27%), ainsi qu’a I'Est (de 18 a 43%). La proportion
de souches K13-sauvages a diminué en 2019 pour atteindre 11% a I'Ouest et 37% a I'Est (figure 20,
vert) ;

e Allele C580Y : En 2016, 97% des échantillons provenant de I'Ouest présentaient la mutation
C580Y dans le gene K13 (K13-C580Y), contre 81% a I'Est. En 2019, la proportion d’isolats K13-C580Y a
diminué jusqu’a 61% a I'Ouest et a I'Est (figure 20, rouge) ;

e Alleles minoritaires : La proportion des polymorphismes minoritaires du géne K13 (K13-R539T,
K13-Y493H et K13-P553L) a augmenté de 0 a 29% entre 2016 et 2019 a I'Ouest, mais a en revanche
diminué de 2 a 0% a I'Est. En 2016, seule une souche K13-R539T et une souche K13-P553L ont été
collectées a I'Est du Cambodge. En 2017-2018, 8 mutants K13-R539T ont été collectés, exclusivement
a I’Est. De 2017 a 2019, 32 mutants K13-Y493H ont été collectés, exclusivement a I’Ouest (figure 20,

bleu).

Evolution de I'amplification des génes Pm2/3. La proportion de souches K13-sauvages présentant
une amplification du géne Pm2 est passée de 1% en 2016 a 10% en 2018 a I'Ouest, et a diminué a 4%
en 2019. A I'Est, en revanche, la proportion des souches K13-sauvage Pm2-amplifiées est toujours
restée inférieure a 5% de 2016 a 2019 (figure 20, hachuré noir). La proportion de souches K13-C580Y
Pm2-amplifiées a diminué de 60% en 2016 & 18% en 2019 a 'Ouest du Cambodge. A I'Est, elle a
diminué de 62% en 2016 a 4% en 2019. En 2017, 3% des isolats K13-Y493H collectés a I'Ouest

présentait une amplification du géne Pm2 contre pour 0% en 2019.
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Evolution de I'amplification du géne Mdrl. Les parasites K13-sauvages ne présentaient pas
d’amplification du géne Mdrl. La proportion de souches K13-C580Y présentant une amplification du
géne Mdrl est passée de 0% en 2016 a 4% en 2019 a I'Ouest, et de 0 a 37% a I’Est. La proportion de
parasites K13-Y493H présentant une amplification du géne Mdrl est passée de 0% a 11% entre 2017

et 2019 a I'Ouest cambodgien (absence de mutants minoritaires a I’Est) (figure 20, hachuré rose).
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Figure 20 : Evolution des principaux marqueurs moléculaires de résistance de 2016 4 2019 a I'Est et
a I'Ouest du Cambodge (voir carte dansla partie méthodes). Les proportions des différents
polymorphismes du géne K13, ainsi que I'amplification des génes Mdrl et Pm2/3, ont été déterminées pour
1251 échantillons collectés entre 2016 et 2019.
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Evolution des polymorphismes du géne Crt de 2017 & 2018. Les principaux polymorphismes du géne
Crt précédemment associés a la résistance a la PPQ ont été déterminés par séquencage du génome
complet pour 95 souches (49 collectées en 2016 et 46 collectées en 2017, figure 21). Le séquencage

du geéne Crt des souches collectées en 2018 et 2019 est en cours de mise au point par méthode Sanger.

Les 95 isolats présentaient un fond génétique Dd2 (mutations CVIET dans le géne Crt associées a la
résistance a la CQ). Les principales mutations associées a une baisse de susceptibilité a la PPQ étaient :
T93S, H97Y, F145l1, 1218F, M343L et G353V (figure 21). Les souches présentant seulement les

polymorphismes associés au fond génétique Dd2 ont été nommeées Crt-Dd2.

La proportion de souches Crt-Dd2 était plus importante a I'Est (40% en moyenne contre 20% a I'Ouest).
La proportion des souches Crt-Dd2 a diminué de 46% en 2016 a 35% en 2017 a I'Est du Cambodge.
Certains de ces alléles du géne Crt ont montré des changements importants dans leur distribution
entre 2016 et 2017 : a I'Ouest, la proportion de I'allele H97Y a diminué de 45 a 17% tandis que celle
du mutant G353V a augmenté de 15 a 44%. Le mutant M343L a disparu en 2017. A I'Est, le mutant
I218F est apparu en 2017 et la proportion de souches T93S a légérement diminué. Pour la grande
majorité des isolats collectés, les mutations dans le géne Crt étaient associées a I'amplification du géne

Pm2.
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Figure 21: Evolution des principaux polymorphismes du gene Pfcrt entre 2016 et 2017 au
Cambodge. Les génomes complets de 49 isolats collectés en 2016 et 46 isolats collectés en 2017 ont été
séquencés afin de déterminer les principaux polymorphismes du géne Pfcrt impliqués dans la résistance a la
PPQ. La distribution de ces polymorphismes a I'Est et a I'Ouest cambodgien a été comparée entre 2016 et 2017.

c) Evolution du phénotype de résistance a la PPQ et MQ de 2016 a 2019

Les isolats testés ont été collectés lors des quatre études d’efficacité de I'AS-MQ décrites
précédemment, ainsi qu’au cours d’autres études cliniques menées au Cambodge entre 2016 et 2019

(DHA-PPQ en 2016, Pyramax® en 2017-2018). La figure 22 décrit I'évolution de la résistance a la PPQ
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et ala MQ de 2016 a 2019. Les isolats collectés en 2016 étaient significativement plus résistants a la
PPQ (médiane des PSA= 39,4% de survie [interquartile range (IQR) : 14 — 75]) que ceux collectés en
2019 (médiane des PSA = 1,2% [0 — 25,6]). En revanche, la susceptibilité des isolats a la MQ a
significativement augmenté durant cette période, passant d’une Clsp médiane de 14,51 nM [IQR:

10,61 - 26,56] en 2016, a 65,1 nM [45,04 — 82,41] en 2019.
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Figure 22 : Evolution de la susceptibilité a la PPQ (gauche) et a la MQ (droite) des isolats collectés
entre 2016 et 2019. Le seuil de résistance a la PPQ a été fixé a 10 nM, et celui de la MQ a 60nM. Les barres
représentent la moyenne et I'erreur standard a la moyenne (Standard Error of the Mean, SEM) pour chaque
groupe. Les groupes ont été comparés deux a deux par test de Mann-Whitney. Les valeurs P sont indiquées
entre crochet, et considérées significatives si inférieures a 0,1.

d) Impact du génotype sur le phénotype de résistance des isolats

L'impact des différents génotypes de résistance sur la susceptibilité des isolats collectés de 2016 a

2019 a ensuite été étudié (figure 23-24).

Polymorphismes K13 versus susceptibilité a la DHA (figure 23). Les isolats K13-sauvages avaient un
RSA médian de 0,01% [IQR : 0 —0,18], tandis que les mutants C580Y, R539T et Y493H présentaient des
RSA médians de 14% [IQR : 7,4 — 19,7], 45,9% [IQR : 24 — 58,9] et 2% [IQR : 1,2 — 3,2] respectivement.
4,3% des isolats K13-sauvages testés présentaient un RSA supérieur au seuil de résistance, fixé a 1%

(figure 23, A). Les polymorphismes du géne K13 avaient un impact significatif sur la survie des isolats
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collectés au Cambodge entre 2016 et 2019 aprés traitement des patients infectés a I’AS-MQ. Les
parasites présentant les alleles minoritaires de K13 (R539T et Y493H) avaient statistiquement plus de

risque de causer un échec clinique (P<0,0001, test de Log Rank) (figure 23, B).

Impact du génotype K13, Mdrl et Pm2/3 sur la sensibilité des isolats a la MQ et PPQ (figure 24). Les
isolats K13-mutants (PSA médian=22,7% [IQR : 4 — 38,3]) étaient significativement moins susceptibles
alaPPQque lesisolats K13-sauvages (PSA médian=0,5% [IQR : 0—17,7]) (P<0,0001). Inversement, les
isolats K13-mutants (Clso médiane = 42 nM [IQR : 26,5 — 52,6]) étaient plus susceptibles a la MQ que
les isolats K13-sauvages (Clsp médiane = 58,3 nM [IQR : 47,1 — 65,6]) (P=0,0061). L’association de
I’'amplification du gene Pm2 au gene K13 muté exacerbait la tolérance a la PPQ (PSA médian=51,4%
[IQR : 32,8 - 67,3]), et la sensibilité a la MQ_ (Clso médiane = 14,7 nM [IQR : 10,7 — 30,5]) (P<0,0001). A
I'opposé, 'amplification du géne Mdrl associée au géne K13-mutant était associée a une élévation de
la sensibilité a la PPQ (PSA médian=0,01% [IQR : 0 — 1,9]), et a une baisse de sensibilité a la MQ (Clso

médiane = 86 nM [IQR : 73,9 — 105,2]) (P<0.0001) (figure 24, A).

Les parasites présentant une amplification du géne Mdrl avaient statistiquement plus de risque de

causer un échec clinique (P<0,0001, test de Log Rank) (figure 24, B).
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Figure 23: Impact des différents génotypes de résistance sur la susceptibilité des isolats
cambodgiens. A. Impact des principaux polymorphismes du géne K13 observés au Cambodge de 2016 a 2019
sur la susceptibilité a la DHA. Le seuil de résistance a la DHA a été fixé a 1% de survie. Les différents groupes ont
été comparés par test de Mann-Whitney et les différences considérées significatives pour des valeurs P
inférieures a 0,05. B. Impact des polymorphismes du géne K13 sur I'efficacité clinique de I'AS-MQ. Les
probabilités de réponses cliniques et parasitologiques adéquates des isolats K13-sauvages, K13-C580Y et K13-
R539T et K13-Y493H ont été mesurées par Kaplan-Meier pour les 4 études d’efficacité thérapeutique de I’AS-
MQ effectuées entre 2016 et 2019. Les courbes de survie ont été comparées par test de Log-rank (Mantel-Cox).
La différence entre la courbe de survie des isolats K13-autres mutations et K13-sauvages/C580Y est significative
(P<0,0001).

59



I
o 0.0061 ” <0,0001
= [+
L 1504 o
L+F]
c °
£ -
T 100-
2 —é:o‘_—
o %0
E - & i P %00400°
=)
§ soq Gooo° %ﬂ_ o,
& o® o} 0®
b2 o
i 00

K13 sauvage K13 mutant K13 mutant K13 mutant
Pm2 1 copie Pm2 1copie Pm2 multicopies Pm2 1 copie
Mdrl1copie Mdrllcopie Mdrllcopie Mdrl multicopies

N= 15 31 59 19 J

<0,0001
r
<0,0001 <0,0001
B I I
L) -
@ 100 auoo oop00
"
.= o o
v - o o *.\I‘
s & o 0. 2%°
5 = ®000%%
w3 o o o
a O & XA
= m o
w O 204 &
3 LT -
m o oo L)
< 2 o0 o b %000002
I o o9 ..
E 4= o B .' L]
5 o po0 []
g oo Hoo 04,88 po o
o ﬁ 5 oo~ o @
a - . P s s oo o M

K13 sauvage K13 mutant K13 mutant K13 mutant
Pm2 1 copie Pm21copie Pm2 multicopies Pm2 1 copie
Medr1 1 copie Medr1 1 copie Mdrl 1 copie Mdrl multicopies

| n= 29 54 87 21 |

Figure 24 : A. Impact des mutations dans K13 et du nombre de copies des genes Pm2 et Mdr1 sur la
susceptibilité a la MQ et a la PPQ. Les seuils de résistance (ligne noire) a la MQ et PPQ ont respectivement
été fixés a 60 nM et 10% de survie. Les différents groupes ont été comparés par test de Mann-Whitney et les
différences considérées significatives pour des valeurs P inférieures a 0,1.
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Figure 24 : B. Impact de I'amplification du gene Mdrl sur I'efficacité clinique de I’AS-MQ. Les
probabilités de réponses cliniques et parasitologiques adéquates des isolats Mdrl-1 copie et Mdrl-multicopies
ont été mesurées par Kaplan-Meier pour les 4 études d’efficacité thérapeutiques de I’AS-MQ effectuées entre
2016 et 2019. Les courbes de survie ont été comparées par test de Log-rank (Mantel-Cox). La différence entre la
courbe de survie des isolats présentant 1 copie ou plusieurs copies du géne Mdrl est significative (P<0,0001).

Impact du génotype Crt sur la sensibilité des isolats a la MQ et PPQ (figure 25). Les mutations dans
le géne Crt associées a la résistance a la PPQ n’ont pas montré d’impact significatif sur la susceptibilité
des isolats a la PPQ et a la MQ, a I'exception de la mutation T93S qui sensibilise significativement les

parasites a la MQ (P<0,0001).
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Figure 25 : Impact des polymorphismes du géne Crt sur la susceptibilité a la PPQ et MQ in vitro. Les
seuils de résistance (ligne noire) a la MQ et PPQ ont respectivement été fixés a 60 nM et 10% de survie. Les
groupes ont été comparés deux a deux par test de Mann Whitney, et les différences entre groupes considérées
significatives pour une valeur P<0,05. La susceptibilité a la MQ des isolats Crt-93 est significativement plus
importante que celle des isolats Crt-Dd2 (P<0,0001).
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4) Discussion/conclusion
Cette étude s’inscrit dans un contexte de surveillance de I'émergence des résistances aux
antipaludiques au Cambodge. Depuis la réintroduction de ’AS-MQ comme traitement de premiére
ligne en 2016, aucune donnée concernant son efficacité n’a encore été publiée. Les études cliniques
entreprises de 2016 a 2019 au Cambodge ont montré une efficacité satisfaisante de I’AS-MQ, compte
tenu de la forte proportion de parasites multi-résistants préalablement sélectionnés par I'utilisation
de la DHA-PPQ (65,68,69,138,142). L'efficacité observée restant supérieure a 95%, I’AS-MQ remplit

les critéres pour le maintien de son utilisation au Cambodge.

Des souches résistantes a I’AS-MQ ont néanmoins émergé en 2018-2019. Au total, trois échecs
cliniques ont été observés. Les parasites recrudescents présentaient tous des polymorphismes
minoritaires du gene K13 (K13-R539T et Y493H), ainsi qu’une amplification du géne Mdrl au jour de
I’échec clinique, associée a une diminution de la tolérance a la MQ. Un nouveau groupe de souches
résistantes a I’AS-MQ semble donc remplacer les souches résistantes a la DHA-PPQ qui s’étaient
multipliées de 2010 a 2016 (91-93). L'utilisation de la DHA-PPQ avait en effet conduit a la sélection de
souches KEL1/PLA1, présentant la mutation K13-C580Y associée a I'amplification des génes Pm2/Pm3,
et a certains polymorphismes dans le géne Crt (92,162,173). L'utilisation de I’AS-MQ a conduit a une
forte diminution de la prévalence des parasites KEL1/PLA1 sensibles a la MQ. La prévalence des
souches KEL1/PLA1 est aujourd’hui faible dans I'ensemble du Cambodge. Leur disparition est en
adéquation avec la hausse de la tolérance des parasites a la MQ in vitro et le retour progressif de la
sensibilité a la PPQ. Les souches KEL1/PLA1 ont donc été plus facilement éliminées qu’attendu par
quatre ans d’utilisation de I’AS-MQ. Ces parasites se sont néanmoins propagés au Vietnam et en
Thailande, ou le traitement de premiére intention est la DHA-PPQ (62,91,158,163). Il est donc
important de mettre en place des stratégies afin d’éliminer les parasites KEL1/PLA1 dans ces pays

voisins.
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Les mutants K13-R539T et Y493H étaient associés aux échecs cliniques a I’AS-MQ dans cette étude. La
mutation Y493H semble émerger dans les provinces de Kampong Speu et Pursat, a I'Ouest du
Cambodge. De 2007 a 2010, ces deux polymorphismes étaient observés dans des proportions
similaires. La prévalence de la mutation Y493H dépassait alors 10% a Pailin et Pursat (120).
L’amplification du géne Mdr1 avait été associée a un groupe de parasites présents seulement a Pursat
de 2007 32011, sans étre associé a un polymorphisme spécifique dans le gene K13 (238). Le Cambodge
voit donc ré-émerger aux mémes sites les profils génétiques de résistance présents durant la période

2008-2012, durant laquelle I’AS-MQ était le traitement de premiére ligne (120,144)

Une association entre le polymorphisme K13-R539T et la résistance a la MQ avait déja été observée
dans une précédente étude (172). Ce génotype aurait par conséquent pu conférer un avantage sélectif
aux parasites soumis a la pression de I'AS-MQ. Le mutant K13-R539T n’a pourtant pas été conservé,

sa prévalence déja tres faible étant devenue nulle en 2019.

La sélection de la mutation Y493H, jamais associée a la résistance a I'’AS-MQ, était inattendue
puisqu’elle confére aux parasites des niveaux de résistance a la DHA faibles, compris entre 0.5 et 5%
en RSA. Cette mutation semble cependant étre associée a I'amplification du géne Mdrl a I'Ouest du

Cambodge, ce qui explique en partie la sélection de ce génotype par I’AS-MQ.

La mutation K13-C580Y reste néanmoins majoritaire dans tout le Cambodge, et I'amplification du gene
Mdrl est exclusivement liée a la mutation C580Y a I'Est. Aucun parasite K13-C580Y recrudescent n’a
pourtant été observé ces trois dernieres années aprés traitement a I’AS-MQ. La sélection de I'alléle
C580Y pourrait étre expliquée par un avantage de transmission des gamétocytes présentant cet allele,
ou par un portage gamétocytaire plus important chez les patients infectés avec un clone K13-C580Y.
Une durée de dormance prolongée des mutants K13-C580Y en comparaison avec les mutants K13-
R539T et YA93H a pu étre observée (données préliminaires non présentées). Ce temps de dormance
prolongé pourrait augmenter le nombre de gamétocytes produits par les mutants K13-C580Y apres

traitement avec une CTA.
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L’étude de la susceptibilité des isolats in vitro a aussi confirmé I'opposition précédemment observée
entre les résistances a la PPQ et MQ (171,172). Les souches KEL1/PLA1 présentaient une sensibilité
accrue a la MQ, ayant conduit au retour de la sensibilité a la MQ de 2010 a 2016. L’AS-MQ s’est alors

imposé comme le traitement le plus stratégique au Cambodge pour remplacer la DHA-PPQ.

Parmi les échantillons testés pour les marqueurs de résistance, une infime proportion était « triple
mutants », c’est-a-dire que ces isolats présentaient a la fois I’allele K13-C580Y et une amplification des

génes Pm2 et Mdrl. La prévalence et le phénotype de ces isolats ont été décrits dans la partie suivante.

Les résultats obtenus soulévent des questions sur le mécanisme de résistance a la MQ. Plusieurs
échantillons possédant une seule copie du géne Mdrl étaient résistants a la MQ in vitro, allant dans
le sens d’une implication d’autres génes dans la résistance a la MQ. Il en va de méme pour la résistance
a 'ART qui comme déja observé précédemment ne semble pas étre exclusivement associée a K13
(140). Certains isolats K13-sauvages présentaient en effet un RSA®3"supérieur & 1%. Le mécanisme de

résistance a I’ART a été exploré plus en détail dans la partie 2-IIl.

Plusieurs données restent en attente afin de compléter cette étude. Le nombre de parasites résiduels
au 28°™ jour de traitement est en cours de détermination par PCR, pour les parasites collectés en
2016 durant I'utilisation de la DHA-PPQ ainsi que pour ceux isolés de 2017 a 2019 durant Iutilisation
de I’AS-MQ. La comparaison du nombre de parasites résiduels chez les patients différemment traités
pourrait constituer un bon indicateur de I'efficacité de I'AS-MQ sur certains clones parasitaires,

notamment KEL1/PLA1.

Les données présentées pour le géne Crt entre 2016 et 2017 ne sont pas suffisantes pour permettre
d’observer I'impact de ['utilisation de I’AS-MQ sur I'évolution des polymorphismes associés a la
résistance a la PPQ. Les polymorphismes T93S, HI7Y, F145I, 1218F, M343L et G353V du gene Crt sont
en cours de séquencage pour un plus grand nombre d’échantillons prélevés de 2016 a 2019. Par

hypothése, la prévalence de ces polymorphismes devrait diminuer entre 2017 et 2019 de la méme
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facon que celle des souches KEL1/PLAL. L'augmentation de la sensibilité a la MQ de parasites
présentant I'allele T93S va dans le sens de cette hypothese. De plus, les parasites K13-sauvages étaient
plus tolérants a la MQ que les parasites K13-mutés, sans amplification des génes Pm2 et Mdrl. Ce
résultat peut étre expliqué par la présence de mutations dans le géne Crt des parasites K13-mutants,

qui pourraient les sensibiliser a la MQ (en cours d’étude).

Enfin, les origines phylogénétiques des parasites recrudescents collectés entre 2017 et 2019 sont en
cours d’analyse. Ces résultats permettront de préciser si les parasites résistants a I’AS-MQ proviennent

des clones ayant émergé entre 2008 et 2012 au Cambodge.

En conclusion, malgré I'efficacité de 'AS-MQ au Cambodge, la surveillance (clinique, moléculaire et
phénotypique) doit étre maintenue, et d’autres options envisagées en cas de multiplication des
souches résistantes et des échecs cliniques. La prévalence de P. falciparum étant maintenant trés
faible au Cambodge, il est important d’adapter rapidement les stratégies thérapeutiques afin d’éviter
la sélection de parasites résistants a I’AS-MQ. Cette prochaine intervention pourrait permettre

I’élimination de P. falciparum au Cambodge.

B. Prévalence et phénotype des isolats triple-mutants cambodgiens

1. Introduction
En 2017, I'émergence de souches de P. falciparum présentant les marqueurs de résistance a I’ART, a
la PPQ et a la MQ a été signalée dans la province de Preah Vihear, au Nord du Cambodge. Ces souches
«triple-mutantes» ont été observées dans une proportion alarmante de pres de 30% juste aprés
I'introduction de I’AS-MQ dans cette province en 2016 (173). La multiplication de parasites présentant
un tel génotype serait problématique considérant le peu d’options thérapeutiques capables de
remplacer I'AS-MQ, et constituerait un réel obstacle a I’élimination proche du paludisme au

Cambodge. Il était important d’étudier le phénotype de résistance des parasites triple-mutants, étant
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donné le développement de la triple combinaison DHA-PPQ-MQ actuellement en cours d’étude
clinique envisagée comme traitement au Cambodge (239,240). Le travail de surveillance moléculaire
mis en place a I'Institut Pasteur du Cambodge a permis de déterminer les polymorphismes du gene
K13, ainsi que le nombre de copie des génes Mdrl et Pm2, pour un grand nombre de souches
parasitaires collectées depuis 2012. L’évolution des marqueurs de résistance a I’ART, MQ et PPQ, ainsi
que la proportion d’isolats triple-mutants de 2012 a 2019 a ainsi pu étre observée. Le phénotype de
résistance de ces parasites a été déterminé par tests phénotypiques in vitro. L'ensemble de ces
données a permis d’apporter un éclairage important sur I’évolution de ces souches au Cambodge et

sur leur degré de résistance.

2. Discussion-Conclusion
La prévalence et le phénotype des isolats triple-mutants observés au Cambodge ont été déterminés.
Ces souches semblent avoir émergé seulement a I'Ouest du Cambodge. La trés faible proportion
d’isolats triple-mutants observée entre 2016 et 2018 (0.15%) indique qu’un tel profil de résistance
reste trés rare et semble engendrer un co(t biologique important pour la survie des parasites. Nos
données ne concordent pas avec les résultats de Rossi et al. en 2016, qui avaient observé 30% de
souches triple-mutantes apres introduction de I’AS-MQ a Preah Vihear (173). Outre la différence de
sites de collection entre les études, cette différence de proportion peut s’expliquer par un
changement de la méthode PCR utilisée pour déterminer le nombre de copies des génes Mdrl et Pm2.
Un manque de reproductibilité du nombre de copies du géne Mdrl avait en effet été observé avec la
PCR décrite (température d’hybridation a 58°C) (150). Le protocole de gqPCR a donc été ajusté a
I'Institut Pasteur du Cambodge en 2017, en augmentant la température d’hybridation a 63°C afin
d’améliorer la spécificité. Le nombre de copies du gene Mdrl des échantillons collectés par Rossi et
al. a été mesuré avec ce nouveau protocole de gqPCR 63°C. Seulement 4 échantillons parmi les 28
initialement documentés comme étant triple-mutants, ont été trouvés amplifiés pour Mdrl et Pm2

avec cette méthode.

66



Cette étude décrit pour la premiere fois le phénotype de résistance des souches triple-mutantes.
L’expression de Mdrl et Pm2 semble augmentée chez les parasites triple-mutants (données a
compléter avec un plus grand nombre d’échantillons contréles). La triple-résistance de ces souches a
I’ART, ala PPQ et a la MQ a aussi été confirmée in vitro. Pour la grande majorité des échantillons testés
(K13-C580Y + Pm2/3 amplifié ou K13-C580Y + Mdrl amplifié), une corrélation inverse entre la
susceptibilité a la PPQ et a la MQ a pu étre observée, comme |'avaient déja montré plusieurs études

(171,172). Le mécanisme inverse de résistance a la PPQ et MQ est pour I'instant inconnu.

De facon étonnante, les parasites K13-C580Y/Mdrl-amplifiés et triple mutants présentaient un niveau
de susceptibilité similaire aprés une co-administration de MQ + PPQ (Cls0=72,8 nM et 66,8nM
respectivement, figure 26 non incluse dans I'article). Ce résultat ouvre de nouvelles questions sur le
mécanisme inverse de résistance a ces deux molécules. La co-administration de MQ et PPQ semble en
effet désensibiliser les parasites K13-C580Y/Mdrl-amplifiés a la PPQ. La figure 26 suggere I'implication
de Mdr1 sur la perte d’action de la PPQ en présence de MQ. L'interaction moléculaire entre MQ et
PPQ pourrait favoriser I'efflux de PPQ par la protéine PGH1. Il serait intéressant d’étudier ce
mécanisme plus en détail, d’abord en testant un plus grand nombre de parasites Mdrl-amplifiés avec
cette double-combinaison, pour confirmer ce résultat. Par la suite, les concentrations intra-
parasitaires de PPQ pourraient étre comparées, avec ou sans co-traitement avec la MQ, et pour
différents profils d’amplification du géne Mdrl. L'implication de Mdrl dans 'efflux de PPQ pourrait
aussi étre étudiée en mesurant le transport intra-parasitaire de PPQ apreés inhibition de PGH1 (pompe
a efflux encodée par le ggne Mdrl). Des inhibiteurs de glycoprotéines-P (P-gp) de troisieme génération
tels que ONT-093 et XR-9576 ont été montrés efficaces pour inhiber la protéines PGH1 (241), et

pourraient étre utilisés in vitro sur des cultures de parasites.

La résistance inverse des parasites a la PPQ et a la MQ au niveau clinique pourrait aussi étre expliquée

par une interaction entre les deux molécules au sein de I’h6te humain. La PPQ et la MQ sont en effet
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métabolisées par le méme cytochrome P450 3A dans les hépatocytes (242,243). L'interaction entre la

PPQ et la MQ pourrait donc modifier le métabolisme des deux molécules chez les patients traités.

L'ensemble de ces résultats confirme la possible émergence de résistance des parasites K13-
C580Y/Mdrl-amplifiés (dont la prévalence a rapidement augmenté au Cambodge ces derniéres

années) a la triple-CTA DHA-PPQ-MQ.
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Figure 26 : Complément de la figure 4 de l'article — ajout de la courbe d’inhibition de la double
combinaison de MQ+PPQ d’un isolat K13-C580Y/Mdr1-amplifié (courbe bleue).

En conclusion, cette étude a permis de montrer qu’'un tres faible pourcentage de souches triple-
mutantes circule au Cambodge. La triple-résistance phénotypique de ces isolats a I'’ART, PPQ et MQ
appelle cependant a reconsidérer I'utilisation de la triple combinaison DHA-PPQ-MQ, qui pourrait

favoriser la sélection de ce rare profil, ainsi que celle des parasites K13-mutés/Mdrl-amplifiés.

3. Article

Prevalence, genotype and phenotype of triple-mutant P. falciparum isolates in Cambodia

Mélissa Mairet-Khedim, Nimol Khim, Srun Sreynet, Anthony Bouillon, Selma Topcu, Saorin Kim,
Sohpeakvatey Ke, Kauy Chhayleang, Rotha Eam, Kean Chanra, Kol Chanvong, Sophy Chy, Pascal

Ringwald, Rithea Leang, Jean Christophe Barale, Benoit Witkowski

En cours de finalisation.
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ABSTRACT

Background: In 2016, 30% of Plasmodium falciparum isolates collected in Preah Vihear,
Northern Cambodia, presented the molecular markers associated with artemisinin, piperaquine
and mefloquine resistance. However, the distribution of such parasites countrywide and the

associated phenotype remains unknown.

Objectives: Evaluate the prevalence of triple-mutant P. falciparum parasites in Cambodia
between 2016 and 2018, and describe their resistance phenotype to artemisinin, piperaquine

and mefloquine.

Methods: From 2016 to 2018, P. falciparum isolates were collected in different provinces of
Cambodia. Kelchl3 polymorphism, together with Plasmepsin2 and Mdrl gene copy number
were determined, as respective molecular markers of artemisinin, piperaquine and mefloquine
resistance. In order to better describe triple-mutant parasites, Plasmepsin2 and Mdrl expression
levels were quantified, and in vitro susceptibilities to dihydroartemisinin, piperaquine and

mefloquine were determined.

Results: Only 0.15% of the 683 P. falciparum isolates collected between 2012 and 2019
presented a triple-mutant pattern. The double amplification of Plasmepsin2 and Mdrl was
associated with an increased transcription of the two genes. The triple-mutant parasites
presented a resistant phenotype to a single exposure of dihydroartemisinin, piperaquine and

mefloquine, but also survived exposure to piperaquine + mefloquine combination.

Conclusion: Despite being a really rare event, triple-mutant parasites emerged in Cambodia,
and presented an artemisinin, piperaquine and mefloquine resistant phenotype. It is important
to consider such strains as a possible obstacle for the efficiency of

artemisinin/piperaquine/mefloquine triple combinations.



BACKGROUND

Artemisinin based Combination Therapies (ACTs) associate an artemisinin derivative
molecule and a long-lasting partner drug. This formulation has initially been developed to
minimize the risk of resistant parasite selection. In spite of this concept, further clinical and

parasitological evidences have demonstrated that resistance to ACT is possible.

ACT-resistance is a multi-resistance feature associating artemisinin resistance to partner
compound resistance. There is to date no therapeutic option to replace artemisinin for non-
severe malaria case management. Artemisinin resistance is linked to key mutations in the
Kelchl3 propeller domain and is clinically translated in a delayed clearance. Such resistance
phenotype is partial and artemisinin conserves a valuable plasmocidal activity. The addition of
resistance to partner drug is more problematic. Parasite could reach a high grade of resistance
leading to an important rate of failure. While not immediately life threatening for non-severe
cases, failure of ACT to treat patients are largely jeopardizing control measures. Therefore and

out of artemisinin resistance issue, partner drug efficacy is critical.

Cambodia is the epicenter of ACT resistance emergences. Over the last decade, parasites
resistant to all ACT implemented have been monitored in this country (1-3). Secondarily,

resistant parasites emerging in Cambodia have spread in neighboring countries (4).

Chronologically, the implementation of the first ACT, artesunate/mefloquine, in 2006 has led
to a rapid emergence of parasites resistant to this combination (2,3). In 2012,
dihydroartemisinin/piperaquine was then chosen as a replacement drug, but was removed from
the National Treatment Guidelines four years later, due to resistance issue (5,6). In 2016,

artesunate/mefloquine was re-introduced despite a previous resistance history.

Genetically, parasites resistances to mefloquine and piperaquine are respectively associated
with Mdrl and Plasmepsin2 gene amplification (6,7). Piperaquine and mefloquine resistances
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were considered to be mutually exclusive (8). Based on this mutual exclusion concept, novel
initiative proposing double partner drugs association are now under investigation. Among
those, mefloquine/piperaquine (9) is a potential option. Considering that double resistance to
PPQ and MQ is unlikely to emerge, such pharmacological design could possibly and elegantly

offer to the parasites a drastically limited evolutional window.

However, in 2017, G. Rossi and collaborators warned on the recent emergence of triple-mutant
isolates collected in 2016 in the Preah Vihear province in Cambodia, which presented all the
molecular markers associated with artemisinin, mefloquine and piperaquine resistance, with a
very high prevalence of 30% (10). This finding was alarming as it question the exclusive
advantage of piperaquine and mefloquine resistance, as well as triple combination, based on
this principle. This study was however focused on a unique site in Cambodia and did not
include a phenotypical measurement of piperaquine and mefloquine susceptibility of the
collected isolates. Therefore, the prevalence of triple-mutant and the associated phenotype

remains an open question.

In this study, we have therefore investigated the prevalence of triple-mutant isolates the last
ten years in Cambodia and determined whether these genetic traits modulate parasite

susceptibility to MQ and PPQ.



METHODS

P. falciparum clinical isolates

Parasite isolates were collected from Cambodian patients with uncomplicated P. falciparum
malaria enrolled in WHO therapeutic efficacy studies (2012-2019). Venous blood was sampled
on acid-citrate-dextrose tubes (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). 200 puL of fresh
blood were frozen at -20°C for DNA extraction, and the remaining infected blood was adapted
to in vitro culture at 2% hematocrit (O* human blood, Centre de Transfusion Sanguine, Phnom
Penh, Cambodia) in RPMI 1640 supplemented with 0.5% albumax II, 2.5% human plasma
(mixed serogroups) under an atmosphere of 5% CO:z and 5% O.. The 3D7 reference strain was
furnished by the Malaria Research and Reference Reagent Resource Center (MR4) and

cultivated under the same conditions.

Molecular resistance markers determination

Pfk13-propeller domain (PF3D7_1343700 from codon 445 to 680) polymorphism was
determined by Sanger’s method sequencing according to Ariey et al (11). Mdrl and
Plasmepsin2 copy number variations were determined by qPCR according to Witkowski et. al.

with modification of the hybridization temperature to 63°C (6).

Plasmepsin2 and Mdrl gene expression

RNA was extracted from 5-10% rings 12-15 hours post-invasion with 1 mL of Trizol added to
50-100 pL of red blood followed by 200 puL of chloroform. After 15 minutes of centrifugation
at 12000g, the aqueous phase was extracted and mixed with ethanol 100%. RNA was then
purified at 4°C using the RNeasy kit (Quiagen), following the manufacturer instructions.
Remaining genomic DNA was digested with DNAse I (Promega). After reverse transcription

of RNA to cDNA (Promega Goscript kit), quantitative PCR was finally performed to quantify



Mdrl and Plasmepsin2 gene expression (6), using the Seryl-tRNA synthetase gene (PFO7_073)

as housekeeping gene.

Mefloquine in vitro susceptibility assay

Mefloquine was provided by WWARN and prepared in 0.5% lactic acid. Parasites in vitro
susceptibility to mefloquine was determined by using H'-hypoxanthine uptake inhibition assay
as previously described, with modifications (12). Dimethyl-sulfoxide (Sigma Aldrich,
Singapore) was used as vehicle. Parasites were synchronized at ring stage with a D-sorbitol
treatment (0-12h post-invasion) and exposed to a concentration range of mefloquine (2 to 1500
nM) for 48h in presence of 0.5uCI of H’-Hypoxanthine (Perkin-Elmer, Waltham, USA).
Tritium incorporation was measured with a f-counter (Trilux microbeta; Perkin-Elmer

Waltham, USA). Inhibitory concentrations values (ICso) were determined using ICEstimator

software (http://www.antimalarial-icestimator.net).

Piperaquine in vitro susceptibility assay (PSA)

Piperaquine was provided by WWARN and prepared in 0.5% lactic acid. Piperaquine survival
assay was performed according to Witkowski er al (6). Briefly, rings 0-3h post-invasion were
obtained by 75% Percoll centrifugation and adjusted between 0.5 and 1% parasitemia. Parasites
were exposed to 200 nM of piperaquine, and 0.5% lactic acid as drug-free control. The drug
was washed out after 48h of exposure. Parasitemia was measured by microscopy counting of
10000 red blood cells, after 72h of culture. For each parasite strain tested, a survival rate was
determined as a ratio between the parasitemia in the drug-exposed condition and the

parasitemia in the drug-free control condition.

Ring-stage survival assay (RSA)
Dihydroartemisinin was provided by WWARN and prepared in dimethyl-sulfoxide. The assay

followed the same steps than PSA for parasites preparation. Between 0.5 and 1% of rings 0-3



hours post-invasion were exposed to 700 nM of dihydroartemisinin for 6 hours. After washout
of the drug, the parasites were kept in culture 66 more hours. A survival rate was determined
by microscopy as a ratio between the parasitemia in the drug-exposed condition and the

parasitemia in the drug-free control (13).

Piperaquine and mefloquine double pressure in vitro assay

Rings 0-3h post-invasion were obtained by 75% Percoll centrifugation and adjusted between
0.5 and 1% parasitemia. Parasites were exposed to seven increasing doses of piperaquine +
mefloquine (from 12.5 to 800 nM) for 48 hours. After drug washout, the parasites were
maintained 24 more hours in culture. After a total of 72h, a blood smear was performed for
each condition and the parasite survival percentage was determined as a ratio between the
proportion of viable parasites in the drug-exposed condition and the proportion of viable

parasites in the drug-free control. Three biological replicates were performed.

Ethical

All isolates have been collected during therapeutic efficacy studies (TES) conducted in
accordance with Cambodian National Ethical Committee.

Statistical analysis

All statistical analysis were performed using graphpad 7.0 software. Spearman correlation test
was used to compare mefloquine and piperaquine in vitro susceptibilities. Mann-Withney’s test
were performed to compare the relative expression of Mdrl and Plasmepsin2 genes between
different groups of samples. A P-value <0.05 was considered as statistically significant. ICso
of the piperaquine + mefloquine combination was determined for each strain and compared

using the nonlinear regression tool on graphpad 7.0 software.



RESULTS

Evolution of molecular markers of resistance from 2016 to 2018

Between 2016 and 2018, P. falciparum field isolates were collected as part of Therapeutic
Efficacy Studies performed in Cambodia. Kelchl3 gene polymorphism analysis and copy
number variation analysis of Mdrl and Plasmepsin2 genes were performed retrospectively
(figure l.a). Among the 683 samples, 1/683 (0.15%) harbored both Mdr! and Plasmepsin2
gene amplification. As part of previous therapeutic efficacy studies not included in this work
(already published), we collected three triple-mutant isolates in 2012 in Pursat. In this study,
only one isolate was collected in 2018 in Kampong Speu. The two provinces are located in

Western Cambodia (Figure 1.b).

Gene expression analysis of triple-mutant isolates

Seven strains were selected according to their genotype: two strains with Mdrl amplification,
two strains with Plasmepsin2 amplification, and three strains presenting double-amplification
of both Mdrl and Plasmepsin2 genes. The expression mean was normalized to the expression
of 3d7 for the two genes. Mdrl relative expression mean of triple-mutant, Mdr/-multicopy and
Plasmepsin2-multicopy parasites were respectively 5.6 (SD= 1.13), 4.8 (SD= 0.32), and 1.5
(SD= 0.40). Plasmepsin2 relative expression mean of triple-mutant, Mdr/-multicopy and
Plasmepsin2-multicopy parasites were respectively 4.0 (SD=1.8), 1.9 (SD=0.8), and 7.3
(SD=2.36). The relative expression of Mdrl was not statistically different between triple-
mutant parasites and Mdrl-single copy parasites. The relative expression of Plasmepsin2 was
not statistically different between triple-mutant parasites and Plasmepsin2-single copy

parasites.



Phenotypic characterization of triple-mutant isolates

Mefloquine ICso was successfully determined for 87 Kelchl3-mutant isolates sampled between
2012 and 2018 (figure 3.A). Piperaquine survival rate was measured by piperaquine survival
assay for 92 Kelchl3-mutant isolates collected at the same period (figure 3.B). Mefloquine
median ICso of triple-mutant, Mdr/-multicopy and Plasmepsin2-multicopy parasites were
respectively: 80.7 [IQR: 70.9 — 85.5], 92.8 [IQR: 77.0 — 116.6] and 16.6 [IQR: 10.2 — 26.9].
Piperaquine median survival rate of triple-mutant, Mdr/-multicopy and Plasmepsin2-
multicopy parasites were respectively 14.9 [IQR: 14.4 - 33.9], 0.45 [IQR: 0 - 2.0] and 48.6
[IQR: 26.4 — 70.2]. The Spearman correlation between piperaquine and mefloquine in vitro
susceptibilities was R = -0.53. The P value for the Spearman test was <0.0001. The
dihydroartemisinin mean survival rate (tested by RSA) was 6.63 nM for the triple-mutant

isolates.

Triple-mutant isolates are resistant to simultaneous PPQ and MQ drug pressure in vitro
The triple-mutant isolate collected in 2018 was adapted in culture and exposed to increasing
doses of mefloquine and piperaquine (figure 4). The piperaquine + mefloquine ICso of the
triple-mutant isolate was 66.76 nM. KEL1/PLA1 piperaquine + mefloquine ICsp was 17,66
nM. The 3D7 drug-sensitive control strain had an ICso of 10.98 nM. The difference between

the curves was statistically significant.



Discussion

The selection of parasites resistant or tolerant to antimalarial drugs in Cambodia is an extremely
dynamic process, at least for the ACT implemented so far. In line with this general observation,
Rossi and colleagues have alarmed about selection of parasites potentially multi-resistant to
piperaquine and mefloquine (10). To ascertain this concern, the related study have shown a fast
and massive selection of parasites harboring double amplification of Plasmpepsin2 and Mdrl.
The main theory was an adaptation of the pre-existing parasites resistant to
dihydroartemisinin/piperaquine to artesunate/mefloquine pressure through Mdr/ amplification
on top of C580Y-amplified Plasmepsin2 background. Worryingly, this selection has occurred
extremely rapidly after artesunate/mefloquine implementation. In 2017, artesunate/mefloquine
was fully implemented at national level in Cambodia. According to Rossi et. al. we should
suppose a massive selection of triple-mutant. On the contrary, we saw and extremely limited
prevalence of this haplotype in a larger sample size. Therefore we conclude that the selection
process countrywide was different. So far we have no explanation for this discrepancy. C580Y-
Plasmepsin2 amplified strains were predominantly represented in Cambodia before
artesunate/mefloquine deployment. We are additionally concluding that triple-mutant parasites
do not present a major selective advantage upon artesunate/mefloquine pressure. Moreover, we
noticed an elevated biological cost of these pattern depicted by an unstable phenotype upon in
vitro culture (data not shown). Despite being rare and potentially unfit, the triple-resistance
pattern has functional implication. The phenotype of these uncommon parasites have been
characterized here. The parasites with co-amplification of Plasmepsin2 and Mdrl clearly
present a phenotype of increased tolerance to MQ and PPQ. No significant difference was
observed regarding MQ sensitivity for parasites with double amplification vs. single Mdr]
amplification. PPQ tolerance was however lower compared to single Plasmepsin2 amplified

parasites. Despite this, all parasites harboring double amplification shown a PSA value above
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the threshold associated with clinical failure following dihydroartemisinin/piperaquine
regimen. Transcriptomic analysis were in line with this observation as higher transcription of
Mdrl and Plasmepsin2 was observed in comparison to isolates with single amplification. This
study do have limitation regarding the impact of such pattern. Considering the rarity of these

isolates, the clinical significance of this pattern was impossible to establish.

Conclusion

These data showed that emergence of triple-mutant has not happened in Cambodia. The
explanation could be disadvantage of this genotype verse single Mdrl amplification in a
context of artesunate/mefloquine pressure. According to these hypothesis, it is likely that
double amplification will not represent an immediate issue upon artesunate/mefloquine
deployment. However, parasites harboring double amplification got a noticeable selective
advantage over joint exposure to mefloquine and piperaquine. In the hypothetical context of

triple-ACT implementation, this genetic pattern could be selected, jeopardizing drug efficacy.
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Figure 1: a. Prevalence of triple-mutant isolates from 2016 to 2018 in Cambodia. Kelchl3
polymorphisms, and copy number of Plasmepsin2 and Mdrl genes were determined for 683
isolates collected in Cambodia from TES studies between 2016 and 2019. Other alleles:
Kelch13-WT and Kelchl3-mutant, with or without Plasmepsin2 or Mdrl amplification. b.
Repartition map of triple-mutant isolates in Cambodia (red star). The provinces included in

TES studies are indicated in grey. Preah Vihear province: site of Rossi et. al. study.

15



ns

10+ 3 ns
_I 1 Mdr!

Bl Plasmepsin2

4

gene expression
normalized to 3d7

24

L

3d7 Mdri 1 copy Mdrl 2 coples ~ Mdrl 2 coples
Pm2 2 copies P2 1 copy Pm2 2 copies
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as a reference gene to calculate the relative expression of the two genes. The differences of
gene expression between the groups were compared using Mann Whitney test. The difference
between the normalized expression of triple mutants isolates and other control groups was not
significant (P>0.05).
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Figure 3: Phenotypic characterization of “triple mutant™ isolates. P. falciparum isolates
collected from 2012 to 2018 were adapted in culture. Their resistance phenotype to mefloquine
(A) and piperaquine (B) was assessed, according to their genotype (multicopy Plasmepsin2,
multicopy Mdrl, or Multicopy Plasmepsin2 + Mdrl), and expressed using mean and SEM.
The groups were compared using Mann Whitney test. * : <0.05; **** :< 0,0001: ns: non-

significant.
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Figure 4: Triple-mutant parasites are less susceptible than KEL1/ PLA1 parasites to a

double pressure with piperaquine and mefloquine. Absolute IC 5, were measured for the

3d7 reference strain, for one KEL1/PLA1 isolate and for one triple mutant sample isolated in
2018. Eight doses of piperaquine + mefloquine (from 0 to 800 nM) were added to rings 0-3h
post invasion for 48 hours. A survival percentage reported to the parasitemia in the drug-free
control was then calculated based on parasite counting. Three biological replicates were
performed. The triple-mutant and KELI/PLA1 ICso curves were considered statistically

different after nonlinear regression analysis, comparison of fits (P<0.0001).
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C. Efficacité de la DHA-PPQ pour les infections non compliquées a P.
falciparum au Cameroun

1. Introduction

La résistance aux CTA n’a pas encore été documentée au Cameroun. Malgré une tres forte
transmission de P. falciparum, les parasites semblent conserver leur sensibilité aux différentes CTA de
premiére ligne (AL et ASAQ) utilisées depuis 2004 (244). L'utilisation de la DHA-PPQ a largement
augmenté au Cameroun depuis 2012, en raison d’un changement des politiques de traitement ces
dernieres années. En effet, une méfiance collective vis-a-vis de I’ASAQ s’est peu a peu installée, ce
traitement ayant été suspecté par la population de causer des prurits. L'ASAQ est donc de moins en
moins utilisé en raison de la réticence des patients. En 2012, de nombreuses versions contrefaites d’AL
ont été découvertes, entrainant une baisse de la commercialisation de cette combinaison au profit de
la DHA-PPQ.

La DHA-PPQ a été largement utilisée en Asie du Sud-Est. L’avantage de la PPQ comme molécule
partenaire est qu’elle n'a été que trés peu utilisée en monothérapie (seulement en Chine). Des
parasites résistants a la DHA-PPQ ont pourtant émergé au Cambodge ces dix derniéres années. Cette
résistance s’est propagée en Asie du Sud-Est (64,160). Les marqueurs moléculaires associés a la
résistance a la DHA-PPQ en Asie du Sud-Est sont les polymorphismes du géne K13 et Crt et

I’'amplification des génes Pm2/3 (120,150,158).

Peu de données concernant l'efficacité de la DHA-PPQ en Afrique ont été publiées, malgré une
utilisation croissante de cette combinaison (55-58,245,246). Il était donc important de surveiller
I’efficacité de la DHA-PPQ, aujourd’hui largement utilisée au Cameroun, sachant que plusieurs études
ont déja rapporté une hausse de la proportion des souches amplifiées pour le ggéne Pm2/3 en Afrique
de I'Ouest (165,166). Dans ce but, une étude d’efficacité thérapeutique de la DHA-PPQ a été mise en
place de janvier a mai 2018 au Cameroun, au Centre de Santé de Nkol-Eton, au centre de la capitale
Yaoundé. 152 patients ont été traités et suivis pendant 42 jours. La prévalence des principaux

marqueurs moléculaires de résistance a I’ART et a la PPQ (K13 et Pm2) a été déterminée, et la
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susceptibilité des isolats a 'ART et a la PPQ a été évaluée in vitro par test de survie (PSA et RSA). La
capitale Yaoundé était une zone de choix pour cette étude, ou le taux d’inoculation entomologique
peut atteindre 100 piqlres infectantes par personne par année (202,247). Le recrutement des patients
s’est fait directement au centre de santé, facilitant leur suivi. Toute la partie clinique a été coordonnée
par le Centre Pasteur du Cameroun. Les marqueurs moléculaires de résistance ont été étudiés au
Centre de Physiopathologie Toulouse Purpan. Les tests phénotypiques de susceptibilité in vitro et le

génotypage ont été réalisés a I'Institut Pasteur du Cambodge.

2. Discussion/conclusion
Cette étude confirme l'efficacité de la DHA-PPQ pour le traitement des infections non compliquées a
P. falciparum au Cameroun. En dépit de I'utilisation massive de cette combinaison depuis 2012, son
efficacité était de 100% apres correction PCR, et 92% avant correction PCR. Ces résultats concordent
avec des études plus anciennes ayant montré une efficacité de la DHA-PPQ comprise entre 92 et 100%
au Cameroun (248,249), mais aussi dans d’autres pays d’Afrique comme le Kenya, le Mali, I'Ouganda

et I’Angola (55,56,58,245).

La proportion d’échecs cliniques observée avant correction PCR était similaire a celle d’autres études
réalisées en Afrique (inférieure a 10%) (56—-58,157). Tous ces échecs étaient dus a des réinfections, et
aucun n’était associé a la présence de formes asexuées a jour 3. Les parasites circulant au Cameroun
semblent donc conserver leur sensibilité a ’ART. Les données moléculaires obtenues allaient aussi
dans ce sens. 96% des échantillons testés présentaient une séquence K13 sauvage. Seuls 2%
des échantillons présentaient la mutation non-synonyme A578S dans la partie hélice du géne K13.

Cette mutation n’était pas associée a une hausse de la tolérance des parasites a la DHA in vitro.

Ce travail a pour la premiere fois documenté la présence de la mutation A578S au Cameroun au cours
d’une étude clinique. Une analyse moléculaire du géne K13 réalisée en 2015 au Cameroun avait
identifié des mutations synonymes, mais aucune mutation non-synonyme (250). L’alléle A578S est le

plus répandu en Afrique, mais les raisons de sa sélection restent inconnues puisqu’il n’a jamais été
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associé a un retard de clairance aprés traitement a I’ART ou a une perte de sensibilité a I’ ART in vitro

(251).

Les parasites isolés présentaient aussi un profil de sensibilité a la PPQ. Les 148 isolats testés
présentaient tous une seule copie du géne Pm2. De plus, tous les isolats testés en PSA étaient
susceptibles a la PPQ. L'amplification du géne Pm2 a été retrouvée dans d’'importantes proportions
dans certains pays d’Afrique comme le Burkina Faso ou I’'Ouganda (165,166). Ce marqueur n’a
cependant jamais été associé a la résistance a la PPQ ou a des échecs cliniques a la DHA-PPQ en
Afrique. Afin de compléter cette étude moléculaire, il serait donc intéressant d’observer la présence

de mutations dans le gene Crt associées a la résistance a la PPQ en Asie.

L’énumération des parasites a Jour 0, 2 et 3 sont encore en cours. Les données de densité parasitaire
présentées dans I'article sont donc susceptibles d’évoluer. Les données phénotypiques seront aussi
complétées. Les résultats collectés a ce jour permettent néanmoins de valider la bonne efficacité
clinique de la DHA-PPQ au Cameroun. Les parasites semblent conserver leur sensibilité a 'ART et a la
PPQ malgré une utilisation massive de ces molécules. Les marqueurs de résistance analysés (K13 et
Pm2) ne sont cependant probablement pas les plus adaptés a la surveillance moléculaire des
résistances en Afrique, puisque qu’ils ont été associés a la résistance a I’ART et a la PPQ uniquement
chez les parasites isolés en Asie. En I'absence de marqueurs moléculaires pertinents, la surveillance
clinique et in vitro doit étre maintenue au Cameroun et partout en Afrique, afin d’identifier
précocement une potentielle émergence de résistance aux CTA. La résistance a la LM devrait
notamment étre surveillée de plus prés, au vu du grand nombre de traitements AL contrefaits
distribués au Cameroun. De plus, une proportion importante des patients éligibles avait été traitée a
I’AL dans le mois précédent I'’étude, ce qui pourrait indiquer une baisse de I'efficacité de cette

combinaison.
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Abstract

Background: Dihydroartemisinin/piperaquine (DHA/PPQ) is increasingly used for the
treatment of uncomplicated P. falciparum malaria in Western and Central Africa. The clinical
efficacy of this combination in Cameroon is poorly documented. DHA-PPQ resistance readily
appeared and spread in South East Asia, therefore an active surveillance of DHA-PPQ

therapeutic efficacy in Africa is essential.

Objective: This study aimed to evaluate DHA-PPQ clinical efficacy in Cameroon, in
association with the molecular and phenotypic susceptibility profile of the collected isolates to

DHA and PPQ.

Method: 152 patients presenting non-complicated P. falciparum malaria were enrolled in a
single arm therapeutic efficacy study in Yaoundé. DHA-PPQ efficacy was determined based
on a 42 days follow-up. Parasite reinfections were discriminated from recrudescence by PCR
correction. Kelchl3 gene polymorphisms and Plasmepsin2 gene amplification were
determined as molecular markers of resistance to DHA and PPQ. The susceptibility of the

collected isolates to DHA and PPQ was determined using validated in vitro survival assays.

Results: The efficacy of DHA-PPQ treatment in the study was 100% after PCR correction.
96% of the samples presented a wild type allele of the Kelchl3 gene. Among the 4% of
Kelchl3-mutants isolates, 2% presented the A578S non-synonymous mutation (n=3). This
mutation was not associated with resistance to DHA. No duplication of the Plasmepsin2 gene
was observed. In accordance with clinical outcome, all the samples tested in vitro by survival

assays were highly sensitive to DHA and PPQ.

Conclusion: DHA-PPQ has demonstrated an excellent therapeutic efficacy in this study. In

addition, no parasite with reduced susceptibility to DHA and PPQ have been detected.



Background

Artemisinin-based combination therapies (ACTs) have contributed to reduce the global malaria
prevalence and mortality. Dihydroartemisinin/piperaquine (DHA/PPQ) is an increasingly
implemented antimalarial combination in Africa. Its efficacy has been highlighted in several
countries in Central and Western Africa (1-6). In Cameroon, DHA/PPQ is unofficially one of
the most commonly used ACT for the treatment of uncomplicated P. falciparum malaria since
2012. This feature could be attributed to the unpopularity of the two first-line treatments

implemented in 2004, artesunate/amodiaquine (ASAQ) and artemether/lumefantrine (AL) (7).

DHA-PPQ resistance rapidly emerged and spread in Cambodia after 2010. DHA-PPQ
resistance is associated with a multi-resistance to artemisinin (ART) and PPQ. Molecular
markers are now available to facilitate the survey of resistance. ART resistance has been
previously associated with different polymorphisms in the Kelchl3 gene (8) while PPQ
resistance has been associated with the amplification of the Plasmepsin2 gene, and specific

polymorphisms in the Pfert gene (9,10).

Despite evidence of parasites carrying Plaspepsin2 amplification (11,12), clinical resistance to
DHA/PPQ has not been evidenced yet in Africa. Experience from South East Asia has
demonstrated a rapid emergence and spread of resistant parasites upon DHA-PPQ
implementation (13-17). Therefore and considering the largescale use of DHA-PPQ in
Cameroon, investigation on possible resistance emergence to DHA/PPQ is critical. We
propose here for the first time a standardized clinical and parasitological evaluation of DHA-

PPQ efficacy in Cameroon.



Methods

Study site and participants

This study was conducted from January to May 2018 in Nkol-Eton Health Center, located in
Yaoundé intra-muros, capital city of Cameroon. It was proposed to patients consulting for
presumption of malaria infection to participate in the study. After approbation of an informed
consent, the patients have undergone a clinical examination. Patients > 5 years old, with >1000
asexual parasites per pl of blood were enrolled. Pregnant women, and patients presenting
symptoms of severe malaria or vomiting preventing any oral treatment were excluded. In
addition, patients who had any antimalarial treatment within a 21-days period before

consultation, and for whom DHA-PPQ is contraindicated were excluded as well.

Study procedure

The study was designed according to the standard WHO protocol for surveillance of anti-
malarial drug efficacy. Eligible patients were treated daily with DHA/PPQ 40/320 or 20/160
mg tablet (Malacur®, Elder Pharmaceuticals LTD, India) for three days (treatment regimen
described in table 1) (18). The first dose was administered following Directly Observed
Treatment (DOT) at Day 0. A phone call was given at Day | to ensure the second dose was
taken. At Day 2, patients were given the last dose on DOT. An impregnated mosquito net was

given to each patient to limit the risk of reinfection.

Patients were followed-up for 42 days after treatment. Patients were asked to return the hospital
at days 2, 3, 7, 21, 28 and 42 for clinical assessment and finger-prick blood samples. At days
14 and 35, a clinical assessment was carried out by phone call. During the consultations, a
medical worker examined the physical symptoms, and sample finger blood to do thick smear.
Intravenous blood was collected before treatment, on the day of failure. Patient lost to follow-

up were excluded from the per protocol analysis.



Parasitological outcome

Patient blood was sampled at each consultation to perform thick smears. P. falciparum
positivity was determined based on parasite counts on Giemsa-stained thick smear, determined
by two qualified microscopists. Parasitaemia was determined by counting the number of
asexual parasites for 500 white blood cells and the density estimated considering 8000 white
blood cells per pl. Parasite positivity at day 3 was determined as a metric of reduced artemisinin

clinical efficacy of artemisinin.

Clinical outcome

The primary efficacy outcome was adequate clinical and parasitological response (ACPR) at
day 42, adjusted for reinfection using PCR-genotyping. Patients presenting no parasites all
along the follow up were classified as ACPR. Failures detected up to day 3 were assigned to
early treatment failure group (ETF), failure posterior to day 4 were assigned to late treatment
failure group (LTF). All the patients presenting a potential treatment failure were treated with

ASAQ at the day of failure.

Genotyping

Genotyping was performed by PCR to discriminate recrudescence from new infections for all
treatment failures observed. Venous blood was sampled from patients on the day of enrolment
and on the day of failure. The polymorphisms in the merozoite surface protein 1 (Msp-1),
merozoite surface protein 2 (Msp-2), and glutamate rich-protein (Glurp) genes were compared
using nested-PCR as previously described (19). A treatment failure was considered
recrudescent if all Msp-1, Msp-2, and Glurp allele profiles present at the day of failure had
been identical at the day of treatment initiation. For different allele profiles, the parasitological

failure was classified as a new infection.

Resistance molecular markers determination
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DNA was extracted from venous blood samples obtained at patient enrolment (day 0) using the
spin protocol of QIAamp Mini kit® (Qiagen, Hilden, Germany) according to manufacturer’s
recommendations. PCR amplification of Kelchl3-propeller domain was performed, as
previously described (8). Sanger sequencing of PCR products was performed with ABI 3130xI1
Genetic Analyzer (Genoscreen, France). Sequences were then compared to 3D7 reference
strain sequence (Kelchl3-WT) with BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.2.3).
Plasmepsin2 gene copy number was assessed by quantitative PCR, following the method
previously described, with modification of the hybridization temperature to 63°C (10). Strains

from Cambodia were used as amplification control.
P. falciparum culture adaptation & phenotyping

Venous blood was collected in Acide Citrate Dextrose (ACD) vacutainers at day () before the
patients were treated, and on the day of failure. Samples were cryopreserved in glycerolite 57
(Baxter) until culture adaptation. P. falciparum isolates were adapted in RPMI 1640
(ThermoFisher Scientific) complemented with 0.5% AlbumaxlIl, (Gibco, New Zealand), 2% of
Hypoxanthine (c-c-pro), 2.5% of Hepes (Gibco, New Zealand) and 2.5% of decomplemented
AB plasma (Cambodian blood bank). Culture conditions were set at 2% hemactocrit

(Cambodian blood bank), 5% O2 and 5% CO2.

Susceptibility to DHA was determined using the RSA assay (20). 0-3-h post-invasion rings
were isolated from the culture, adjusted to 1% parasitaemia, and exposed to 700 nM of DHA
for 6 hours. After drug washout and 66 hours of culture in a drug-free medium, the proportion
of viable parasites was enumerated in the DHA-exposed condition, and reported to the
proportion of viable parasites in 0.1% of Dimetylsulfoxyde (DMSO, drug-free control, Sigma,
Singapore) to determine a parasite survival percentage. PPQ susceptibility was determined by

Piperaquine Survival Assay (PSA”™"), following the described method (10). 0-3-h post-



invasion rings adjusted to 1% parasitaemia were exposed to 200 nM of PPQ or 0.5% lactic acid
as drug-free control for 48 hours. After a total of 72 hours in culture, a survival rate was
determined by comparing the proportion of viable parasites in exposed and non-exposed

conditions.

DHA and PPQ resistant isolates previously collected in Cambodia & reference strain 3D7

(MR4) were used as control. DHA and PPQ were provided by WWARN.

Statistical analysis

All statistical analysis were performed using Graphpad Prism 7.00 (GraphPad Inc., San Diego,
CA, USA). Data that were not normally distributed were displayed as median along with
interquartile ranges and were compared with Mann—-Whitney U test for two group comparisons.
Proportions were compared using the y° test or the Fisher’s exact test. A P value <0.05 was

considered as significant,
Ethics

The “Comité National d’Ethique de la Recherche pour la Santé Humaine” approved the study
(CNERSH, statement number 2018/09/1092/CE/CNERSH/SP). All participants have signed

an informed consent form.



Results

DHA-PPQ therapeutic efficacy

152 patients presenting non-complicated P. falciparum infections were included in this study
(Figure 1). The patients were aged from 5 to 73 years old (median= 14). Male and female were
equally distributed (44.7% of female and 55.3% of males). The median weight was 50 kg. The
median temperature was 37.6°C. The main symptoms were associated with malaria and were:
high temperature, headache, vomiting, abdominal pain, arthralgia and chills. 6.6% of the
patients were treated for a previous malaria infection in the year before the study (table 2).
Twelve patients were furtherly lost in follow up and consequently excluded from the analysis.
Similarly, 2 patients were excluded due to manifestation of non-malaria related pathologies

(figure 1).

138 patients have been followed until day 42. 11/138 patients have experienced late
parasitological failure (Table 3). No early failure was monitored. After PCR correction, all the
recurrences were attributable to reinfections. The DHA/PPQ efficacy before PCR-correction

was 92%. After PCR-correction, the efficacy of DHA-PPQ was 100% (figure 2).

The presence of asexual forms of P. falciparum was observed on 9/138 (6.5%) patient’s thick
smear at Day 3 after enrollment. 5/138 (3.6%) patients presented gametocytes at Day 3. The
presence of for asexual stages at Day 3 is not relevant for this study considering the absence of

parasitological failure.

Molecular markers of resistance

Sequences of Kelchl3 gene coding for propeller domain were successfully determined for
150/152 samples (Table 4). The sequences were compared to the 3d7 Kelchl3 wild type (WT)
reference sequence. 144/150 (96%) isolates presented a WT sequence of the Kelchl3 gene.

3/150 (2%) presented a synonymous mutation in the Kelchl3 gene, and 3/150 (2%) samples



presented a non-synonymous mutation in the gene. The only non-synonymous mutation
detected was AS78S (n=3). Mutations in the Kelchl3 gene were not associated with treatment

failure neither parasite positivity at day 3.

Plasmepsin2 copy number was successfully determined for 148/152 isolates (Table 4). 0/148
(0%) isolates presented an amplification of the gene (figure 3). The median number of copy
was 1.13 [IQR: 0.023 — 1.2] for the 148 isolates collected at the day of enrolment. The copy
number variation range was [0.75-1.37]. The median number of copy for the control PPQ-

resistant strains was 2.09 [1.77 - 2.56].

In vitro susceptibility to DHA and PPQ

Among the 152 blood samples collected before treatment with DHA-PPQ, 28 were successfully
adapted in culture. The survival rates of each isolates after DHA and PPQ collection were
determined (figure 4). All 28 isolates tested were sensitive to DHA and PPQ, as well as 3d7.
Median PSA susceptibility was 0% [IQR: 0 — 0]. Median RSA susceptibility was 0% [IQR: 0
— 0]. Median RSA for Kelchl3-A578S mutant was 0%. The control strains from Cambodia
(DHA and PPQ resistant) had a median RSA of 10% [IQR: 7.72 — 16.84]. Median PSA was

60.79% [IQR: 49 — 64.3] (figure 4).



Discussion
This study demonstrated the excellent efficacy of DHA/PPQ for the treatment of

uncomplicated P. falciparum malaria in Cameroon.

Two previous studies conducted between 2003 and 2013 had already reported a good efficacy
of this treatment (95% ACPR after 28 days follow-up (21), and 96.3% ACPR after 42 days
(22)). However, those results were obtained before DHA-PPQ implementation. Since then, the
use of DHA-PPQ has drastically increased. It was therefore necessary to update de clinical data
on DHA-PPQ efficacy in Cameroon, considering the recent spread of DHA-PPQ-resistant

parasites in South East Asia.

The results obtained in thin study were in line with the high PCR-corrected efficacy of DHA-
PPQ previously reported in Cameroon, and in other African countries between 2006 and 2016
(Mali (99.3%), Uganda (98%). Kenya (96%), Zambia (93%), Angola (100%)) (1-3, 6, 15). The
protocol efficacy before PCR correction (92%), was in the same range than results obtained in

previous studies in Africa (>90%) (1,3,6,23).

The high efficacy of DHA-PPQ in Cameroon is consistent with the absence of molecular
markers associated with DHA-PPQ resistance in Asia. In opposition with Burkina Faso and
Uganda, where the prevalence of Plasmepsin2 gene amplification was more than 30% (11,12),
no Plasmepsin2 duplication was detected among the 148 samples tested. Since mutations in
the Pfcrt gene (T93S, H97Y, F1451, 1218F, M3431 and G353V) have been recently associated
with PPQ resistance in South East Asia (9), it would be necessary to observe the prevalence of
these mutations in Cameroon. However, the high sensitivity of collected isolates to DHA and

PPQ within this study suggests the absence of such polymorphisms.

Samples positive for asexual forms at Day 3 were not associated with clinical failures. This

result confirms that there is no sign of DHA resistance among the collected samples, in line
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with the absence of Kelchl3 relevant polymorphisms. The presence of gametocytes at Day 3
indicates a possible transmission of parasites post treatment. This observation suggests that the

use of primaquine could be envisaged in Africa.

This study confirms that the AS78S mutation is not associated with ART resistance. 2% of the
samples carried the A578S mutation, already reported in several studies in Africa, India and
Bangladesh at low proportions (25-28). The percentage of Kelchl3-A578S isolates collected
during this study was interestingly higher than in 2015 in Cameroon, from the same Health
Center in Yaoundé, where only synonymous mutations were found in the Kelchl3 gene among
93 samples tested (29). However, the A578S polymorphism was not associated with decreased
susceptibility to DHA in vitro, since the three samples tested by RSA™ presented a 0%
survival rate. Parasite clearance delay (expressed by positivity at day 3) has neither been
observed for the patients infected with Kelchl3-AS578S isolates, in accordance with previous
studies (25,28). The selection of this allele could be explained by a transmission, or a fitness

advantage for the parasites in carrying this mutation.

However, the molecular markers explored in this study are associated with resistance to DHA
and PPQ in Asia only. Kelchl3 mutations detected in Africa were never associated with
resistance to ART, and Plasmepsin2 duplication was neither associated with PPQ resistance.
Since parasites from Asia and Africa belong to different phylogenetic groups, the possibility
of independent resistance markers emerging in Africa cannot be excluded (32). Therefore,
Kelchl3 and Plasmepsin2 may not be the only markers for surveillance of DHA-PPQ in Africa

(33).
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Conclusion

This study demonstrates the high clinical efficacy of DHA/PPQ in Cameroun, and fulfills the
WHO requirements. For now, there is no evidence of ART or PPQ resistance emergence in
Cameroon. Since resistance to DHA-PPQ rapidly spread in South East Asia, the efficacy of

this treatment should nonetheless be closely monitored in Africa.
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Tables

Table 1: Posology of DHA-PPQ treatment based on body weight.

Body Weight (Y;I;mber of pill per :-:::::;::?ber of pill to complete the
5-7 kg 1 x 20/160 mg 3 of 20/160 mg

8-10 kg 1.5 x 20/160 mg 4, 5 of 20/160 mg

11-16 kg 2 x 20/160 mg 6 of 20/160 mg

17-24 kg 1.5 x 40/320 mg 4.5 of 40/320 mg

25-35 kg 2 x 40/320 mg 6 of 40/320 mg

36-59 kg 3 x 40/320 mg 9 of 40/320 mg

60 - 79 kg 4x40/320 mg 12 2 40/320 mg

>80 kg 5x40/320 mg 15 2 40/320 mg
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Table 2: Clinical features of patients treated with DHA-PPQ at the day of enrolment.

Patients clinical features

Number of patients

Median or frequency

Number of patients 152
Median age (years) (IQR) - 14 [9-21]
Males (%) 84 553
Females (%) 68 447
Median body weight (kg) (IQR) - 50 (31 66]
Median temperature (°C) (IQR) - 37.6 [37 - 39]
Symptoms
Fever (temperature >38°C, %) 69 454
Headache (%) 103 67.8
Vomiting (%) 51 336
Abdominal pain (%) 57 37.5
Arthralgia (%) 33 2):7
Chills (%) 34 224
Patients treated with antimalarial treatments 10 6.6
the year before the study (%)
St b, | | swrte-sn
Antimalarial dose (mg/kg/day)
DHA median (IQR) 152 242 [2.22 - 2.73]
PPQ median (IQR) 152 19.39 [17.78 —21.82]
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Table 3: Parasitological outcome before and after PCR correction.

Before PCR-correction Alter PCR-correction

Parasitological outcome
Number Frequency Number Frequency

Carly Parasitological Failure 0/138 0% 0/138 0%
Late Parasitological Failure 117138 8% 0/138 0%
Adequate Parasitological Response 127/138 92% 0/138 0%

Table 4: Prevalence of the molecular markers associated with DHA and PPQ resistance.

Molecular markers

) Associated drug Number of events and frequency
of resistance
WT allele 144/150 (96%)
Kelchl3 Artemisinin derivatives Synonymous mutations 3/150 (2%)
Non-synonymous mutations (AS78S) 3/150 (2%)
lc 148/148 (100%
Plasmepsin2/3 Piperaquine opy. ( 2
>1.5 copies 0/148 (0%)
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Figures

Figure 1: Patient’s flow through the study.

Eligible patients
(n~ 165)

(n=13)

Antimalanial treatment <21 days

Molecular analysis:
¢ Kelchl3 sequencing (o= 150)
*  Plasmepsin2 copy number vanation (n~[48)

Patients excluded from the per protocol analysis (n= 14).

* Lost to follow-up (n=12)
* Hospitalization for other pathology (n- 2)

Phenotypic analysis (survival assays):
*  Invirro RSA® ™ (DHA susceptibility, n=28)
o In vitro PSA®™ (PPQ susceptibility, n=28)

Patients included in the per protocol analysis
(n™ 138)
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Figure 2: Clinical outcome after 42 days of patient follow-up, before and after PCR-
correction. A Kaplan-Meier analysis was performed for 138 patients included in the per
protocol analysis before PCR-correction and after PCR-correction. The number of clinical

failures, associated with the day of failure are indicated.
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Figure 3: Copy number variation for the Plasmepsin2 gene. 148/152 samples collected at
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Figure 4: In vitro susceptibility of P. falciparum isolates collected in Cameroon to DHA
and PPQ. RSA™™ and PSA"*" were performed on 25 Kelchl3-WT isolates, and on the 3
Kelchl3-AS578S isolates from Cameroon. The threshold for DHA and PPQ resistance were 1%
and 10% survival respectively. Resistant strains from Cambodia were used as resistance
controls. Isolates from Cambodia had statistically lower susceptibility than isolates from
Cameroon (P<0.05 by Mann Whitney test). DHA-R: resistant to DHA. PPQ-R: resistant (o
PPQ. Pm2: Plasmepsin2.
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Il. NOUVELLES OPTIONS THERAPEUTIQUES POUR LE TRAITEMENT DU
PALUDISME NON COMPLIQUE A P. FALCIPARUM

Depuis leur introduction au Cambodge, les CTA ont participé a diminuer considérablement la
prévalence du paludisme. Cependant, la forte pression médicamenteuse exercée sur les parasites a
conduit a I'émergence de résistances contre toutes les molécules utilisées ces vingt dernieres années.
Les données de surveillance de I'efficacité de I'AS-MQ présentées précédemment (partie 2- I.A) ont
montré une résurgence de la résistance a cette combinaison. Il est donc primordial de tester de
nouveaux composés capables de remplacer efficacement I’AS-MQ au Cambodge en cas
d’augmentation du nombre d’échecs thérapeutiques. Peu de molécules ayant terminé leur phase de
développement pharmaceutique sont aujourd’hui disponibles pour remplacer les CTA actuelles. Cette
partie a étudié I'efficacité de plusieurs traitements alternatifs sur les parasites multi-résistants

présents au Cambodge.

A. Efficacité de I'artésunate-pyronaridine associée a une dose unique de
primaquine pour le traitement des infections non compliquées a P. falciparum
au Cambodge

1. Introduction
L’OMS a recommandé l'utilisation du Pyramax (AS-PYR) associé a une dose unique de PQ dans les
zones de multi-résistance aux antipaludiques comme |’Asie du Sud Est. Au Cambodge, I’AS-PYR a
d’abord été testée seule en 2014-2015 a I’Ouest du Cambodge (252). L'efficacité de cette combinaison
était alors inférieure au seuil de 90% de de réponse clinique et parasitologique adéquate (ACPR) a jour
42 (corrigé par PCR) recommandé par 'OMS. Le travail ci-aprés rapporte I'efficacité de I’AS-PYR
associé a une dose unique de PQ a I'Est (article 1) et a I'Ouest du Cambodge (article 2). Les deux études
présentées décrivent I'efficacité clinique de ce traitement, ainsi que la prévalence des principaux
marqueurs moléculaires de résistance au Cambodge (K13, Pm2/3 et Mdr1l). La susceptibilité des isolats

a la PYR a aussi été observée pour les échantillons collectés a I'Est du Cambodge. Ces deux études
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ont été réalisées en collaboration avec le « National Center for Parasitology, Entomology and
Malaria » (CNM, Cambodge) et ’'OMS. Toutes les données moléculaires et in vitro ont été générées a

I'Institut Pasteur du Cambodge.

2. Discussion/conclusion

L’efficacité de I’AS-PYR associée a une dose unique de PQ sur les infections non compliquées a P.
falciparum a jour 42 était supérieure a 95% aussi bien a I'Est (Ratanakiri et Mondulkiri) qu’a I'Ouest
du Cambodge (Kampong Speu et Pursat). L'article 2 confirme aussi I'efficacité du traitement sur les
infections a P. vivax a I'Ouest du Cambodge. Ces résultats sont largement au-dessus du seuil
d’efficacité de 90% d’ACPR a jour 42 fixé par 'OMS, et valident ainsi I’AS-PYR + PQ comme possible
traitement de premiére ligne au Cambodge. La grande majorité des échantillons collectés au cours de
ces deux études étaient K13-mutants et Pm2-amplifiés. Ces études ont en effet été en 2017-2018,
juste aprés la réintroduction de I'’AS-MQ. Les parasites présentaient donc toujours un génotype de
résistance a la DHA-PPQ. L’AS-PYR + PQ était efficace méme sur ces souches multi-résistantes. De plus,
aucune baisse de sensibilité a la PYR en lien avec les marqueurs moléculaires de résistance n’a été
observée in vitro (article 1). Une premiére étude avait été réalisée en 2014-2015 a I'Ouest du
Cambodge en testant seulement I'AS-PYR sans PQ sur les infections non compliquées a P. falciparum.
L'efficacité du traitement était alors nettement moins importante (88% d’ACPR a jour 42 dans
I’ensemble des provinces étudiées).

La PQ pourrait jouer un réle important dans I'efficacité de ce traitement, en I'augmentant de prés de
10%. La PQ est capable de bloquer la transmission du parasite de ’'Homme au moustique pendant
plusieurs jours apres traitement, mais son action sur les formes asexuées n’a toutefois jamais été
démontrée. Les parametres pharmacocinétiques de la PQ n’ont pas été étudiés; il est également
possible que des variations interindividuelles du niveau de PQ aient eu un impact sur |'efficacité de la

molécule.
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L'efficacité de I’AS-PYR + PQ observée au Cambodge est similaire a celles observée en Afrique, ou les
parasites sont sensibles aux CTA (229,253-255). La bonne efficacité de I'AS-PYR + PQ a aussi été
récemment démontrée au Vietnam (227). Cela confirme I'absence d’impact des profils de résistance
circulant au Cambodge sur I'efficacité de cette combinaison, renforcant son intérét comme traitement

de premiére intention.

En conclusion, I’AS-PYR + PQ remplit les conditions d’efficacité et de s(ireté recommandées par I'OMS
pour son utilisation comme traitement de premiere ligne, et demeure a ce jour la seule nouvelle

option thérapeutique capable de remplacer I’AS-MQ au Cambodge.

3. Articles
Article 1:
Efficacy and Safety of Pyronaridine-Artesunate plus Single-Dose Primaquine for Treatment of
Uncomplicated Plasmodium falciparum Malaria in Eastern Cambodia
Rithea Leang, Melissa Mairet-Khedim, Huch Chea, Rekol Huy, Nimol Khim, Denis Mey Bouth, Maria
Dorina Bustos, Pascal Ringwald, Benoit Witkowski

Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2019 ; 63(3):e02242-18. DOI: 10.1128/AAC.02242-18

Article 2:

Efficacy and Safety of Pyronaridine-Artesunate plus Single-Dose Primaquine for the Treatment of
Malaria in western Cambodia

Rithea Leang, Nimol Khim, Huch Chea, Rekol Huy, Melissa Mairet -Khedim, Denis Mey Bouth, Maria
Dorina Bustos, Pascal Ringwald, Benoit Witkowski

Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2019 ; 63(10):e01273-19. DOI: 10.1128/AAC.01273-19
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Efficacy and Safety of Pyronaridine-Artesunate plus Single-
Dose Primaquine for Treatment of Uncomplicated Plasmodium

falciparum Malaria in Eastern Cambodia

Rithea Leang,” Melissa Mairet-Khedim,” Huch Chea,* Rekol Huy,” Nimol Khim,” Denis Mey Bouth,© Maria Dorina Bustos,¢

Pascal Ringwald,® Benoit Witkowski®

"Natianal Center for Parasitology, Entomology and Malaria Contred, Phnom Penh, Cambodia
Minstitut Pasteur in Cambodia, Phnom Penh, Cambodia

“World Health Organization, Phnom Penh, Cambodia

World Health Organization, Bangkok, Thalland

"World Health Oiganization, Geneva, Switzerland

ABSTRACT In Cambodia, multidrug-resistant Plasmodium falciparum undermines
the treatment of uncomplicated malaria, and new therapeutic options are needed.
Pyronaridine-artesunate has not previously been evaluated in eastern Cambodia. We
conducted a single-arm, open-label, prospective study between July and December
2017 at the Koh Gnek (Mondulkiri) and Veun Sai (Rattanakiri) health centers in east-
ern Cambodia. Eligible patients were aged =7 years (females, ages 12 to 18 years,
were excluded), weighing =20kg, with microscopically confirmed P. falciparum
monoinfection and fever. Oral pyronaridine-artesunate was administered once daily
for 3 days, dosed according to body weight, plus a single dose of primaquine on
day 0. Sixty patients were recruited to Koh Gnek, and 61 patients were recruited to
Veun Sai. The primary outcomes, i.e, the day 42 PCR-adjusted adequate clinical and
parasitological responses (ACPRs), were 98.3% (95% confidence interval [Cl], 884 to
99.8) in Koh Gnek and 96.7% (95% Cl, 87.3 to 99.2) in Veun Sai (Kaplan-Meier). In a
per-protocol analysis, the proportions of patients with day 42 PCR-adjusted ACPRs
were 98.3% (57/58; 95% Cl, 90.8 to 100.0) at Koh Gnek and 96.7% (58/60; 95% Cl,
88.5 to 99.6) at Veun Sai. The Kelch13 (C580Y) mutation was present in 70.0% (77/
110) of isolates. The copy numbers were increased in 61.3% (73/119) of isolates for
Pfpm2 and in 1.7% (2/119) for Pfmdri1. There was no relationship between outcome
and the 50% inhibitory concentration of pyronaridine. Adverse events were consis-
tent with malaria, and there were no serious adverse events, Pyronaridine-artesunate
has high efficacy in eastern Cambodia and could be used to increase the diversity of
antimalarial therapy in the region. (This study is registered in the Australian New
Zealand Clinical Trials Registry [ANZCTR] under no. ACTRN12618001300268.)

KEYWORDS Cambodia, Plasmodium falciparum, artemisinin, drug resistance,
pyronaridine-artesunate

he treatment of uncomplicated Plasmodium falciparum in Cambodia is increasingly

compromised by the spread of parasites exhibiting multiresistance to both the
artemisinin and partner components of artemisinin-based combination therapy (ACT).
These multidrug-resistant P. falciparum strains have been detected in four South-East
Asian countries and, to prevent their spread, a malaria elimination program was
initiated across the Greater Mekong subregion (1, 2). However, the success of this
program depends on having effective antimalarial drug treatments available, Currently,
there are no alternative antimalarial drugs that achieve the high efficacy and good
tolerability of ACTs.
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Artemisinin resistance was first identified in Cambodia in 2006 (3), though subse-
quent identification of the Kelch13 (K13) molecular marker indicated that it emerged as
early as 2001 (4, 5). Artemisinin resistance by itself is characterized by delayed parasite
clearance, without affecting clinical efficacy rates (6). However, once combination with
resistance to the partner drug emerges, clinical efficacy rapidly declines, and this
pattern has been seen repeatedly in Cambodia as multidrug-resistant strains have
emerged and spread.

Artesunate-mefloquine was the first ACT introduced to Cambodia in 2000. Meflo-
quine resistance was already evident in western Cambodia at this time, and widespread
use of the combination led to the selection of multidrug-resistant strains, with high
treatment failure rates observed in western Cambodia by 2004 (7, 8). An increased
Pfmdr! (P. falciparum multidrug resistance 1) gene copy number was validated as a
molecular marker for mefloquine resistance (9, 10). In response to these findings,
dihydroartemisinin-piperaquine was introduced as first-line therapy In Pailin province
western Cambodia in 2008 and nationwide in 2010. However, piperaquine resistance
rapidly emerged leading to high treatment failure rates in some regions. For example,
a study conducted in 2011 to 2013 found that the proportion of patients with
recrudescent infections was significantly higher in western (15.4%) than in eastern
(2.5%) Cambodia (P < 0.001) (11). Similarly, data from 2012 and 2013 reported the
risk of recrudescence by day 63 as 46% (37/81) in Pursat, a focus of drug resistance;
16% (10/63) in Preah Vihear, where artemisinin resistance was emerging; and 2%
(1/60) in Rattanakiri, where artemisinin resistance was rare (12). Recently, increased
copy number of Pfpm2 (P. falciparum plasmepsin 2) has been validated as a
molecular marker for piperaquine resistance, and this is often associated in Cam-
bodia with the K13 marker, leading to high failure rates (13). Artesunate-mefloquine
was reintroduced in Cambodia as first-line therapy in 2014, In areas of where
dihydroartemisinin-piperaquine failure is common, there is a low prevalence of P.
falciparum strains with increased Pfmdr! copy number, and artesunate-mefloquine
efficacy is currently maintained. However, it is clear that this is a precarious
situation, with both first-line treatment options having been previously abandoned
because of drug resistance.

Pyronaridine-artesunate has high efficacy in uncomplicated P. falciparum malaria in
Asia and Africa and is included on the World Health Organization (WHO) essential
medicines list and is WHO prequalified (14-21), However, in a multicenter phase 3
randomized clinical trial conducted in 2007 and 2008, among 211 patients from Pailin,
the risk of recrudescence on day 42 with pyronaridine-artesunate was 10.2% (95%
confidence interval [Cl], 5.4 to 18.6) (17). Also, the parasite clearance time was 64.1 to
64.2 h in Cambodia versus 16.0 to 38.9 h at all other centers, a finding suggestive of
artemisinin resistance (17). In a more recent, single-arm study in 123 patients (2014 and
2015), the risk of recrudescence on day 42 was 16.0% (95% Cl, 8.3 to 29.4) in Pailin and
10.2% (95% CI, 4.7 to 21.1) in Pursat (22), However, all of these data are from known foci
of drug resistance in western Cambodia.

It is important for the Cambodia National Malaria Program to verify whether the
above findings reflect a genuinely lower efficacy for pyronaridine-artesunate across the
country or whether efficacy is maintained in areas where pyronaridine-artesunate has
never been evaluated. The present study examines pyronaridine-artesunate efficacy in
two regions of eastern Cambodia: (i) Koh Gnek in Mondulkiri Province, bordering the
provinces of Kratie to the west, Stung Treng to the northwest, Rattanakiri to the north,
and the country of Vietnam to the east and south, and (i) Veun Sai district in Rattanakiri
province, located in the northeast of the country close to the Laos border, The study
employed the standard WHO protocol for the surveillance of antimalarial therapeutic
efficacy (23). The results of this study will be used to assist the Ministry of Health of
Cambodia to inform the current national treatment guidelines for uncomplicated P.
falciparum malaria and to update the policy if necessary.
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TABLE 1 Patient baseline characteristics”

Characteristic Koh Gnek (N = 60) Veun Sai (N = 61)
Female (n [%]) 3 (5.0) 19 (31.1)
Age (yrs) 27.3 (108) (80-59.0) 21,6 (15.0) (7.0-64.0)
7-15yrs (n [%]) 1(1.7) 24 (393)
>15yrs (n [%)) 59 (983) 37 (60.7)
Wt (kg) 54.9 (95) (21.0-84.0) 39.7 (12.5) (21.0-65.0)
Temp (*C) 38.5 (0.9) (37.5-40.5) 38.7 (0.4) (37.8-40.0)

Geometric mean parasitemia (/ul [rangel) 11,988 (904-107,635) 23,857 (1,114-385,575)*

“All values shown are means (standard deviations) (range) unless indicated otherwise. n, number of patients
with the indicated characteristic; N, total number of patients evaluated.

"Quality assurance of the slide reading conducted after the study reported that one patient had a
parasitemnia of >250,000 ul, but the patient was kept in the analysis as he cleared parasitemia at day 3 and
remained negative until day 42.

RESULTS

Patient population. Sixty patients were recruited at Koh Gnek, and 61 were
recruited at Veun Sai, One patient from each center was excluded from the per-protocol
population; in both cases, the patient was lost to follow-up on day 1. Patient baseline
characteristics are shown in Table 1. There was a lower proportion of children aged 7
to 15 years at Koh Gnek {1.1% [1/60]) versus Veun Sai (39.3% [24/61]). The geometric
mean parasitemia was lower for Koh Gnek than for Veun Sai (Table 1).

Therapeutic efficacy. There were two late clinical failures at Koh Gnek, one of which
was a recrudescence and one a P, falciparum reinfection, and two late clinical failures
at Veun Sai, both recrudescences. Kaplan-Meier analysis reported cumulative probabil-
ities of unadjusted ACPRs at day 42 of 96.6% (95% Cl, 87.1 to 99.1) in Koh Gnek and
96.7% (95% Cl, 87.3 t0 99.2) in Veun Sai (Table 2).

The day 42 PCR-adjusted ACPRs in the per-protocol analysis were 98.3% ([57/58]
95% Cl, 90.8 to 100.0) at Koh Gnek and 96.7% ([58/60] 95% Cl, 88.5 to 99.6) at Veun Sai
(Table 2). Using Kaplan-Meier analysis, the cumulative probability of PCR-adjusted ACPR
at day 42 was 98.3% (95% Cl, 88.4 to 99.8) in Koh Gnek and 96.7% (95% Cl, 87.3 to 99.2)
in Veun Sai (Fig. 1).

The proportions of patients with parasitemia on day 3 were 35.6% (21/59) for Koh
Gnek and 46.7% (28/60) for Veun Sai, though all patients had parasite clearance by day
7 (Table 3). Of the four treatment failures, only one (Veun Sai) was parasite positive at
day 3. However, all patients had parasite clearance by day 7, and four patients who still
had parasites detected at day 4 had clearance by day 5, which was maintained until
day 42.

Molecular markers. All of the three recrudescences occurring in this study had the
molecular marker for artemisinin resistance (K713 [C580Y]), and the two from Veun Sai
also had increased Pfpm2 copy numbers (three and four copies). The majority of isolates
had at least one molecular marker of resistance to artemisinin, piperaquine, or meflo-
quine, though the prevalence of any marker was higher at Koh Gnek (87.7% [50/57])
compared to Veun Sai (67.9% [36/53]) (Fig. 2). Overall, K13 was identified in 70.0%
(77/110) of parasites isolated, with a higher prevalence in Koh Gnek versus Veun Sai; the

TABLE 2 Proportion of patients with day 42 ACPRs in the per-protocol population®

Koh Gnek Veun Sai
Outcome n/N % (95% Cl) n/N % (95% ClI)
Unadjusted ACPR 57/59 96.6 (88.3-99.6) 58/60 96.7 (88.5-99.6)
Total failures 2/59 34 (04-117) 2/60 33 (0.4-11.5)
PCR-adjusted ACPR 57/58 98.3 (90.8-100.0) 58/60 96.7 (88.5-99.6)
Total failures 1/58 1.7 (0.0-9.3) 2/60 33(04-115)

YAl failures were late clinical failures. One patient from each center was lost to follow-up and excluded from
the per-protocol population. /N, number of patients exhibiting the indicated result/total number of
patients evaluated.
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FIG 1 Primary &fficacy outcome, The Kaplan-Meier probabilities of the PCR-adjusted adequate dinical and parasitological response (ACPR)
following pyronaridine-artesunate treatment of P. falciparum malaria in eastern Cambodia were determined.

C580Y mutation was present in all cases with K13 mutations. An increased Pfpm2 copy
number was observed at both sites at high prevalence, though Pfmdri amplification
was observed only at Koh Gnek in isolates from two patients (Fig. 2). There were no
parasites with both Pfpm2 and Pfmdri amplification. However, markers consistent with
multidrug resistance were evident for artemisinin and piperaquine at high prevalence,
with K13 and Pfpm2 concurrent in 47.4% (27/57) of the isolates from Koh Gnek and
60.4% (32/53) of the isolates from Veun Sai. Only one isolate (Koh Gnek) had concurrent
K13/Pfmdr1 markers.

In vitro drug susceptibility to pyronaridine. In 114 evaluable clinical isolates, the
median pyronaridine the 50% inhibitory concentration (IC,,) was 4.5 nM (interquartile
range [IQR], 3.0 to 6.6) and the mean IC,, was 5.5 nM (standard deviation [SD], 3.5;
range, 2.1 to 22.5), There was no relationship between outcome and pyronaridine
IC,, (Fig. 3). Neither was there any relationship between molecular markers and the
pyronaridine IC,, except potentially for the single isolate with K13 and an increased

TABLE 3 Proportion of patients with parasitemia at each assessment?

Koh Gnek Veun Sai
Assessment day N n (%) N n (%)
0 60 0 (100.0) 61 61 (100,0)
1 60 54 (90.0) 61 56 (91.8)
2 59 41 (69.5) 61 45 (73.7)
3 59 21 (35.6) 61 29 (47.5)
7 59 0 (0.0) 61 0 (0.0)

“n, number of patients presenting with parasitemia; N, total number of patients evaluated.

March 2019 Volume 63 Issue 3 20224218 sacasmorg 4

1senb Aq 020z ‘g Arenuep uo /610°Wwse oee)//:d)Y WOl papeojumo(



Pyronaridine-Artesunate for Malaria in Cambodia

W Koh Gnek [J Veun Sai

80 - 754
(43/57)

66.1
70 ~ 641

(34153) )
56.7
60 - (34/60)

474

50 (27157

321
(17/53)

Proportion of isolates, %
=

12.3
(7/57)

10 a3
(2/60) 0

(0/58)
& , — .

60.4
(32/53)

-———

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

18

0
(1/57) ons)

T

K13 Pfipm2 CN »1 Pimdr! CN > No markers K13 + Plpm2 CN >1

Molecular marker

K13 + Pfmdr1 CN >1

FIG 2 Molecular markers for antimalarial drug resistance. (A) Prevalence of mutations in genes associated with antimalarial drug resistance. (B)
Prevalence of multidrug resistance, No isolates had both Plpm2 and Pfmdrl molecular markers. K13, Kelch13 (CS80Y); CN, copy number.

Pfmdrl copy number, which had the highest IC,, value of 22.5nM, although this
patient had an ACPR with pyronaridine-artesunate at day 42 (Fig. 3).

Safety. Across the two study sites, adverse events of any cause occurred in 106
(87.6% [106/121]) of patients. The most frequent adverse events were headache and
myalgia, which occurred from day 0 and were consistent with the symptoms of malaria
(Table 4), There were no adverse events after day 3 and no serious or severe adverse
events. There were no deaths during the study.

DISCUSSION

In this rural population in eastern Cambodia with P. falciparum malaria, pyronaridine-
artesunate had high efficacy with day 42 PCR-adjusted ACPRs of 98.3% (95% Cl, 88.4 to
99.8) in Koh Gnek and 96.7% (95% CJ, 87.3 to 99.2) in Veun Sai. This was despite a high
prevalence of the K13 polymorphism associated with artemisinin resistance and an
increased Pfpm2 copy number, with the majority of the isolates being multidrug
resistant. These results contrast with earlier studies in western Cambodia, which
reported day 42 PCR-adjusted ACPRs of 87.9% (95% Cl, 80.6 to 93.2%) overall, 89.8%
(95% ClI, 78.8 to 95.3%) for Pursat, and 84.0% (95% Cl, 70,6 to 91.7%) for Pailin. The
reasons for the difference in pyronaridine-artesunate efficacy between the two regions
are unclear. However, treating malaria in the border regions of western Cambodia with
ACTs is challenging, and it is possible that additional unknown drug resistance mech-
anisms are contributing to antimalarial drug failures in the region.

In the present study, there were only three cases with recrudescence, two of which
had K13 and an increased Pfpm2 copy number. However, there was no relationship
between pyronaridine IC., and outcome, and the failures do not appear to be associ-
ated with pyronaridine resistance. It is possible that the three recrudescence cases may
have been caused by inadequate drug exposure. However, pharmacokinetic data were
not collected in this study, and these findings require further investigation.

There are currently no validated molecular markers for pyronaridine resistance or a
validated pyronaridine IC,, breakpoint that predicts clinical failure. The median pyro-
naridine IC,, reported here (4.6 nM [IQR, 3.0 to 6.6]) was lower than reported from the

March 2019 Volume 63 Issue 3 ©02242-18

Mcasmorg S

diy wouj pepeojumoq

1senb Aqg 0202 ‘2 Arenuep uo /Bio°wse oee)/



Leang et al, Antimicroblal Agents and Chemotherapy

25 A &
B R S
20 -
=
(%
's 15 +
;
§ 10 4
&
22
L
° v L) T T Ll L) L L) Al
N N N N\ 0 N \) N \) N)
@Q\‘. Q.\,:S (S’Q f\\ 05\6\ ‘\1\@ .,‘\Q 1\@ ‘{,\\\ g
& 4 & G e & < f
S f & & q’@@ 3 3
. A
& &
Outcome (N isolates) Molecular marker (N isolates)

FIG 3 Pyronaridine in vitro activity. Pyronaridine IC,, values against P, falciparum clinical isolates and relationship to efficacy outcomes (A) and
molecular markers (B) of resistance to artemisinin, piperaquine, and mefloquine, Boxes show medians = the interquartile ranges; closed diamonds
are means, and whiskers indicate maximum and minimum values, Note that only isolates that had both pyronaridine IC,, values and molecular
marker data are included in this analysis. CN, copy number,

China-Myanmar border in 107 P. falciparum field isolates collected between from 2007
and 2012 (10.3 nM [6.6 to 17.3]) and 62 isolates collected in 2008 (9.8 nM [6.8 to 15.5])
(24, 25), whereas in 118 Thai P. falciparum isolates the mean pyronaridine IC,, was
5.6 = 3.1 nM (range, 0.2 to 15.4 nM), similar to that reported here (5.5 = 3.5 nM; range,
2.1 to 22.5) (26). These indications are particularly promising in line with the history of
P. falciparum chemoresistance in Cambodia to a large panel of antimalarial drugs. In
addition, the slight regional variations in P, falciparum susceptibility to pyronaridine
reinforces the importance of considering pyronaridine-artesunate for malaria treatment
elsewhere in South-East Asia.

Although adverse events were frequent in this single-arm study, they were consis-
tent with the symptoms of malaria, and there were no serious adverse events. Previous
large comparative studies have reported an adverse event profile for pyronaridine-
artesunate that was similar to that of artemether-lumefantrine and mefloquine-
artesunate in falciparum malaria (14, 16-18, 20, 27, 28). In these studies, transient
elevations in alanine aminotransferase were more common with pyronaridine-

TABLE 4 Frequency of adverse events®

Adverse event Frequency (n (%)) (N = 121)
Any adverse event 106 (87.6)

Any serious adverse event 0 (0.0)

Headache 115 (95.0)

Myalgia 89 (71.1)

Dizziness 83 (68.6)

Fatigue 82 (67.8)

Insomnia 78 (64.5)

Nausea 17 (14.0)

Vomiting 8 (6.6)

", number of patients presenting an adverse effect N, total number of patients evaluated.
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artesunate versus comparators, but normalized by day 28, and did not lead to any
clinical sequelae (28).

A single dose of primaquine (15 mg) was included in the treatment protocol, in line
with Cambodia national prescribing guidelines. This is a promising approach for
reducing gametocyte carriage and hence onward transmission from humans to mos-
quitoes. Primaquine causes hemolysis in glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD)-
deficient individuals (29). This study was limited in that hematological measurements
were not done, and G6PD levels were not assessed. However, the single-dose 15-mg
primaquine regimen has been extensively reviewed and is considered safe in G6PD-
deficient individuals, with no requirement for prior G6PD testing (30). Since primaquine
has no activity against falciparum asexual stages (31), its use in this protocol would not
have affected the efficacy results obtained for pyronaridine-artesunate, The impact of
primaquine on gametocyte carriage was not evaluated in this study.

It is essential that malaria eradication is achieved in Cambodia and the Greater
Mekang subregion. However, artemisinin resistance is widespread in the parasite
population, even in eastern Cambodia, extending parasite clearance times and expos-
ing the partner drug to higher parasite loads. Thus, once resistance to the partner drug
emerges, it can be readily selected and rapidly propagates. Where possible, ACT
diversification is likely to expand the life span of the available therapies by reducing
drug pressure from a unique class of molecule. In a previous study of pyronaridine-
artesunate efficacy conducted in western Cambodia, efficacy was below the WHO-
recommended threshold at day 42 for medicines with a long half-life (90%) for first-line
treatment of P. falciparum malaria (22). However, in eastern Cambodia, pyronaridine-
artesunate efficacy exceeded this criterion, and this ACT should be considered for
antimalarial diversification in the region,

MATERIALS AND METHODS

Study design and participants. This was a single-arm, open label, prospective evaluation of clinical
and parasitological responses to directly observed treatment with pyronaridine-artesunate for uncom-
plicated P, falciparum malaria. Subjects were recruited between July and December 2017 from two health
centers in eastern Cambodia: Koh Gnek in Mondulkiri Province and Veun Sai in Rattanakirl province,
Ethical approval was provided by the National Ethics Committee at the Institute of Public Health,
Cambodia and the WPRO Ethical Review Committee. The study is registered In the Australian New
Zealand Clinical Trials Registry (ANZCTR: reference ACTRN12618001300268).

Mondulkiri is the most sparsely populated province in Cambodia, despite being the largest in land
area, The population of 8,919 is rural and mostly involved In subsistence agriculture. Low-level malaria
transmission occurs throughout the year but with peaks during the rainy season (June to November). The
district of Veun Sai in Rattanakiri province has a population of 15,130 which includes 34 villages serviced
by two health centers (Veun Sal and Kachone), Most of the population are ethnic minorities, and the main
occupations are farming, fishing, and logging. Malaria is seasonal with a moderate and unstable
transmission pattern and occurs in all age groups. The Veun Sal health center provides health care mostly
to the patients in 22 villages and other patients referred from Kachone health center for the study.

The study population included patients with uncomplicated malaria aged 7 years and above,
weighing at least 20 kg, with microscopically confirmed P. falciparum monoinfection between 500 and
250,000 parasites/pl and fever or history of fever in the previous 24 h, Children under 7 years were
excluded because the health centers could not provide appropriate facilities for this age group.
Unmarried females aged 12 to 18 years were also excluded, since asking for their participation would not
be accepted culturally, given the need for a pregnancy test. Further reasons for exclusion were the
presence of severe malaria, signs of severe malnutrition, the presence of febrile conditions other than
malaria or other known underlying chronic or severe diseases, the need for medication that would
Interfere with antimalarlal pharmacokinetics, and a history of hypersensitivity reactions or contraindica-
tions to the study medicine (i.e, patients with signs of hepatic impairment or known significant liver
function test abnormalities, severe renal impairment) and for women of child-bearing patential, with a
positive pregnancy test, breastfeeding, or refusing 1o take a pregnancy test or use contraception for the
duration of the study. All adult patients and the parents or guardians of children <18 years provided
written informed consent. Children aged 12 to 18 years also provided written assent, The full study
protocol is available online with this article.

Procedures. Patients were treated as in-patients on days 0 to 3 with follow-up visits as outpatients
on days 7, 14, 21, 28, 35, and 42. A complete medical history was taken, the axillary temperature was
measured, and a standard physical examination was performed at baseline (day 0 before dosing); on days
1, 2, and 3; and at all follow-up visits,

Pyronaridine-artesunate (Pyramax; Shin Poong Pharmaceutical Co., Ansan, South Korea) was given
orally with water once daily for 3 days (days 0 to 2) and dosed according to body weight as follows: 20
10 <24 kg, one tablet; 24 1o <45 kg, two tablets; 45 to <65 kg, three tablets; =65 kg, four tablets, One
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tablet of pyronaridine-artesunate contains 60 mg artesunate plus 180 mg pyronaridine. On day 0,
patients also received a single 0.25-mg/kg (15-mg oral adult dose) dose of primaquine (Sanofi Canada,
Laval, Canada). All treatments were supervised. If vomiting occurred within 30 min of dosing, the
treatment was repeated, and if the patient vomited again within 30 min, they were withdrawn and
treated with rescue medication. Ancillary treatment, such as antipyretics, was provided as necessary.
Recurrent infections were treated with rescue medication according to local clinical guidelines. Any
patient with severe malaria received parenteral therapy with artemether or quinine for 7 days plus
tetracycline for 7 days, as well as relevant supportive treatments.

Parasite assessments were conducted according to WHO quidelines (23). Duplicate thick blood films
and one thin blood film were examined at screening on day 0 and on days 1, 2, and 3 or until two
consecutive negative slides on two consecutive days were obtained. Parasitemia was also evaluated on
days 7, 14, 21, 28, 35, and 42 or on any other day if clinically indicated. Giemsa-stained thick blood smears
were examined independently by two microscopists, and the average of the two counts was recorded,
Blood smears with discordant results were reexamined by a third independent microscopist, and the
parasite density was calculated by averaging the two closest counts. Parasite density was expressed as
the number of asexual parasites per ul of blood, calculated by dividing the number of asexual parasites
by the number of white blood cells counted (at least 200 required) and then multiplying that number
by an assumed white blood cell density (6,000 per ul). A blood slide was considered negative when
examination of 1,000 white blood cells or 100 fields containing at least 10 white blood cells per field
revealed no asexual parasites.

In vitro drug susceptibiiity testing for pyronaridine was conducted by the Institut Pasteur in
Cambodia using blood samples collected on day 0 using the standard microtest, whereby parasites are
cultivated for 48 h in the presence of [*Hhypoxanthine and different concentrations of antimalarial drugs
(23). The results are expressed as the drug concentration that inhibits parasite growth by 50% (1IC,,).

PCR genotyping was conducted at the Institut Pasteur in Cambodia, using established methods (32).
Finger-prick blood samples were collected on filter paper (Whatman 3MM; GE Healthcare, Pittsburgh,
PA) both at screening and whenever samples for parasite assessment were taken on or after day 7,
Recrudescence was defined as at least one matching allelic band for P. falciparum marker genes
(mspl, msp2, and glurp) between baseline samples and samples from post-day 7 recurrences, To
further investigate molecular markers of resistance to artemisinin, piperaquine, and mefloquine, the
Kelch13 (K13) gene was sequenced, and gene copy numbers for Pfpm2 (P. falciparum plasmepsin 2) and
Pfmdr1 (P. falciparum multidrug resistance 1) were determined at the Institut Pasteur in Cambodia using
published methods (13, 33).

Outcomes. Treatment outcomes were classified on the basis of an assessment of the parasitological
and clinical outcome of antimalarial treatment according to the latest WHO guidelines (23). The prmary
outcome measure was a PCR-corrected adequate clinical and parasitological response (ACPR) at day 42,
defined as the absence of parasitemia, irrespective of axillary temperature, in patients who did not
previously meet any of the criteria of early treatment fallure, late clinical failure, or late parasitological
failure (23).

Adverse events were documented, with all patients asked routinely about previous symptoms and about
symptoms that had emerged since the previous follow-up visit. Exploratory outcomes were the in vitro
susceptibility of P. falciparum isolates to pyronaridine at day 0 and the analysis of molecular markers.

Statistical analysis. The primary outcome was evaluated by using Kaplan-Meier analysis and also by
evaluating the proportion of patients with the outcome in a per-protocol analysis.

In the Kaplan-Meler analysis, patients who withdrew from the study, who were lost to follow-up, or
who had non-falciparum Plasmodium Infections were censared on the last day of follow-up. In addition,
for the PCR-corrected results, reinfections were censored on the day of reinfection, and those with
missing or undetermined PCR results were excluded.

In the per-protocol analysis, patients who withdrew from the study, who were lost to follow-up, or
who had non-falciparum Plasmodium infection were excluded, as were patients with reinfections and
missing/undetermined PCR results.

Kaplan-Meier estimates were compared using a log-rank test (P < 0,05 was considered significant),
and 95% Cl values were calculated. Statistical analysis used the WHO reporting system based on Excel
(version 2010; Microsoft, Inc, Seattle, WA),

Based on previous data from western Cambodia Indicating a treatment fallure rate of 10% for
pyronaridine-artesunate, at a confidence level of 95% and a precision around the estimate of 8%, a
minimum of 54 patients was needed. To allow for loss to follow-up and withdrawals, target recruitment
was 60 patients per site, Data that support the findings of this study are available from the corresponding
author upon reasonable request.
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Abstract

This single-arm trial (N=104) in western Cambodia, showed high efficacy for 3-day pyronaridine-
artesunate plus single-dose primaquine in Plasmodium falciparum malaria: day-42 PCR-adjusted
adequate clinical and parasitological response (ACPR) was 98.3% ((58/59] 95%C! 90.9-100.0) in
Trapeng Chau (Kampong Speu), and 100% ([41/41] 95%Cl 91.4-100) in Veal Veng (Pursat); 80.6%
(83/103) had drug resistance molecular markers. For P. vivax, pyronaridine-artesunate day-28 ACPR

was 98.3% (59/60; 95%CI 91.1-100) and 100% (60/60; 95%CI 94.0-100), respectively.
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35 Short Report

36  Multi-drug-resistant Plasmodium falciparum are highly prevalent in western Cambodia, and

37  therapeutic options for the treatment of uncomplicated malaria are increasingly limited (1-5). New
38 therapeutic options are needed to support malaria elimination in the region (6). Pyronaridine-

39  artesunate is an artemisinin-based combination therapy for the treatment of uncomplicated P,

40  falciparum and P. vivax malaria. Previous studies with pyronaridine-artesunate in P. falciparum
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41  malaria indicated >95% efficacy in eastern Cambodia (7), though in western Cambodia (Pursat/Pailin)
42  efficacy was lower (87.2% [95%CI 79.7 to 92.6)) (8). The current study evaluated the efficacy and

43  safety of pyronaridine-artesunate plus single-dose primaquine in uncomplicated P. falciparum

44  malaria in two areas of known P. falciparum multi-drug resistance in western Cambadia. This study
45  follows the same methodology as a previous study in eastern Cambodia (7), except that

46  pyronaridine-artesunate efficacy and safety in P. vivax malaria was also investigated.

47

48  Patients with microscopically confirmed malaria were recruited between September and December

'._'nn,n.:,nﬂ eropy

49 2018 from health centers in western Cambodia: Trapeng Chau (Kampong Speu) and Veal Veng

Anlimicrobial Agenh and

50  (Pursat). Eligible subjects were 27 years’ old and bodyweight 220 kg with fever/history of fever, P.

51 falciparum or P. vivax monoinfection (500-250,000 sexual parasites pL). Exclusion criteria were:

52  pregnancy, severe or complicated malaria, malnutrition, concomitant disease, known kidney and

53  hepatic disease, hypersensitivity, or contraindication to the study drugs. All patients or their

54  guardians provided written informed consent plus assent if under 18 years of age. Ethical approval
55  was granted by the National Ethic Committee at the National Institute of Public Health, Phnom Penh,
56  and the Ethics Review Committee of the WHO Regional Office for the Western Pacific. The study is
57  registered in the Australian New Zealand Clinical Trials Registry (ANZCTR), reference:

58 ACTRN12618001999224.
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The study was conducted using the standard World Health Organization protocol for the assessment
of antimalarial efficacy (9). Study procedures, evaluations and analysis were consistent with a
previously reported study conducted in eastern Cambodia (7). Patients received oral pyronaridine-
artesunate (Shin Poong Pharmaceutical Co., Ansan Korea) once-daily for three days, dosed according
to bodyweight, plus single-dose primaquine 15 mg on day O for falciparum cases (7, 10), The primary
outcome was adequate clinical and parasitological response (ACPR), defined as no parasitemia
without previous treatment failure (9). The primary outcome was evaluated for P. falciparum at day
42, and for P. vivax at day 28. For P. falciparum, ACPR was adjusted for re-infection using polymerase
chain reaction (PCR) genotyping using published methods (11). Data were analyzed using a WHO
Excel spreadsheet. To determine the prevalence of P. falciparum molecular markers to artemisinin,
piperaquine and mefloquine, the Kelch13 (K13) gene was sequenced, and gene copy number for
plasmepsin 2 (Pfpm2) and multidrug resistance 1 (Pfmdrl) were determined, using published

methods (12, 13). The threshold for genic amplification was defined as >1.5 copies.

The study population included 104 patients with P. falciparum and 120 with P. vivax malaria;
baseline data were similar across the two sites, though P. falciparum parasitemia was higher in
Trapeng Chau (Table 1). For P. falciparum, day-42 PCR-adjusted ACPR was 98.3% (95%CI 88.8-99.8)
in Trapeng Chau and 100% in Veal Veng (Kaplan—-Meier). In a per-protocol analysis, the proportion of
patients with day-42 PCR-adjusted ACPR was 98.3% ([58/59] 95%C! 90.9-100.0) in Trapeng Chau and

100% ((41/41) 95%Cl 91.4-100) in Veal Veng.

Previous data from Pursat indicated a day-42 ACPR (Kaplan-Meier) of 89.8% (95% Cl, 78.8 to 95.3%)
(8). Efficacy in the current study was higher in Veal Veng (Pursat) (100%), but this difference was not
statistically significant (p=0.4). The single recrudescence at Trapeng Chau occurred in a 7-year-old
child at day 35 consecutively with an infection by an artemisinin- and piperaquine-resistant strain

(K13 C580Y, Pfpm2 amplification). Only two patients had P. falciparum gametocytes at day 0 (both
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from Trapeng Chau), which is an unusually low baseline gametocyte prevalence (1.9% [2/104]), rates
of around 10% being previously reported from Cambodia (14, 15). However, stringent quality control
for microscopy at these experienced sentinel sites supports these findings. No further gametocytes
were detected throughout the study in any patient, indicating the high efficacy of primaquine to

suppress transmission.

Day-3 parasite positivity rate was 41.7% (25/60; 95%Cl 29.1-55.1) in Trapeng Chau and 28.6%
(12/42; 95%CI 15.7-44.6) in Veal Veng. This is consistent with a higher prevalence of K13 molecular
markers associated with artemisinin resistance in Trapeng Chau (85.2%; 52/61) versus Veal Veng
(54.8%; 23/42) (Figure 1). The prevalence of multi-resistant strains, with both K13 mutations and
either Pfpm2 and/or Pfmdr1 copy number amplification was similar in Trapeng Chau (44.3% [27/61])
and Veal Veng (40.5% [17/42]) (Figure 1). A triple mutant, with molecular markers associated with
artemisinin, piperaquine and mefloquine resistance, was identified at Trapeng Chau, as has

previously been noted in northeastern Cambodia (Preah Vihear province) (16).

For P. vivax, day-28 ACPR was 98.3% (59/60; 95%C! 91.1, 100} in Trapeng Chau and 100% (60/60;
95%Cl 94.0, 100) in Veal Veng. Day-3 parasite positivity rate was 0% (0/60) in patients from Trapeng

Chau and 1.7% (1/60) in Veal Veng.

Adverse events were consistent with the symptoms of malaria and generally declined in frequency
during treatment (Table 2). Notably, there were no cases of dark urine in falciparum cases,
consistent with recent data indicating the safety of single-dose primaquine administration (17).

There were no serious adverse events or deaths.

Pyronaridine-artesunate had >98% efficacy in these two sentinel sites in western Cambodia in both

P. falciparum and P. vivax malaria with no adverse events of concern, This is in the context of a high
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prevalence of molecular markers for artemisinin resistance (72.8% (75/103]) in P. falciparum, which
was associated with markers for piperaquine and/or mefloquine resistance in 42.7% (44/103) of
isolates. Pyronaridine-artesunate is a suitable option for the treatment of malaria in Kampong Speu

and Pursat, with continuing efficacy surveillance at these sentinel sites.
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Figure legend
Figure 1. Prevalence of molecular markers associated with resistance to artemisinin (K13),

piperaquine (Pfpm2) and mefloquine (Pfmdr1).

Note that data were incomplete for one patient from Trapeng Chau.
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223  Table 1. Baseline characteristics and population disposition.

Characteristic P. falciparum P. vivax

Trapeng Chau Veal Veng Trapeng Chau Veal Veng

Accepfed Manuscript Posted Online

(N=62) (N=42) (N=60) (N=60)
Male/female 60/2 36/6 58/2 59/1
Mean age (SD) [range], years  26.5 (10.4) 30.7 (13.7) 21.9(7.9) 25.2 (10.8)
[7-56) [9-60) [6~53] [8-55]
Mean weight (SD) [range], kg 53.2(10.8) 51.8(10.7) 51.5(11.0) 52.9(12.5)
[20-75] [20-73] [20-77] [22-82]
Geometric mean parasitemia 20,363 12,875 6,801 6,829
uL'1 blood [range] [1,530-251,752] [892-107,936] [1,164-42,435]) [1,794-21,367)
RO Safety population 62 42 60 60
o
S 2 PCR-adjusted per-protocol 59 41 60 60
< G
S population
£ &
=20 Withdrawn 0 0 0 0
< Lost to follow-up 2 0 0 0
PCR adjustment 1 1 _ _

224  PCR, polymerase-chain reaction.
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226  Table 2. Frequency of adverse events of any cause by study day.

Accepfed Manuscript Posted Online

Adverse event, % P. falciparum (N=104) P. vivax (N=120)
Day 0 Day1 Day 2 Day0 Day 1 Day 2
Fever 99.0 56.3 8.8 100 49.2 0.8
Chills 80.8 28.2 29 85.8 37.5 0.8
Headache 94.2 58.3 441 90.8 533 29.2
Nausea 183 9.7 39 142 7.5 0.8
Vomiting 15.4 9.7 1.0 9.2 2.5 0.8
Body pain 84.6 51.5 29.4 750 40 10
Fatigue 71.2 34.0 15.7 67.5 30 10.8
Vertigo 31.7 233 6.9 233 15.8 1.7
Confusion 7.7 4.9 0 17 0 0
Insomnia 25.0 6.8 2.0 20.8 33 1.7
[T Deafness 15.4 5.8 0 0 0.8 0
; > Diarrhea 10.6 7.8 20 33 17 0
3 g Abdominal pain 192 136 29 133 117 0
-f‘f j Rash 0 0 0 0 0.8 0
E < Palpitations 1.9 39 1.0 0.8 0.8 0
< Tachycardia 1.0 0 0 0 0 0
227
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B. Action de la ferroquine in vitro sur des isolats multi-résistants collectés
au Cambodge

1. Introduction
La FQ est une molécule dérivée de la CQ synthétisée dans les années 1990. Elle représente un intérét
certain en tant que nouvel antipaludique puisque c’est I'une des seules molécules pour laquelle la
résistance n’a pas pu étre induite par pressions répétées chez P. falciparum in vitro. Plusieurs études
ont démontré son efficacité sur des souches CQ-résistantes (256). La FQ a été testée cliniquement en
association avec I’AS. Cette combinaison a été bien tolérée et cliniquement efficace sur les infections
a P. falciparum en Afrique (257). Cependant, I'efficacité de la FQ sur des isolats multi-résistants n’avait
jamais été étudiée. Une étude clinique de phase 2 est en cours au Vietnam afin de confirmer
I’efficacité de 1'0OZ439-FQ en zone de multi-résistance. Le travail ci-apres a visé a étudier I'impact de
la FQ sur la susceptibilité d’isolats cambodgiens présentant différents haplotypes de résistance a I’ART,

PPQ et MQ (polymorphismes du géne K13, amplification des genes Pm2/3 et Mdrl).

2. Discussion/conclusion
Cette étude a démontré I'efficacité de la FQ sur les différents haplotypes de résistance observés au
Cambodge (K13-mutants présentant une seule copie des génes Mdrl et Pm2/3, K13-mutants
présentant plusieurs copies du géne Mdrl, et K13-mutants Pm2/3-amplifiés). Pour tous ces groupes,
la Clso médiane de la FQ était inférieure a 20 nM. Les génotypes de résistance étaient associés a la
résistance phénotypique des souches testées: comme attendu, les parasites K13-mutants étaient
résistants a I’ART, les parasites Pm2/3-amplifiés résistants a la PPQ, et les parasites Mdrl-amplifiés
résistants a la MQ. Des différences minimes mais significatives ont été observées entre les
susceptibilités des différents groupes a la FQ. Les parasites K13-mutants étaient légérement moins
sensibles a la FQ que les parasites K13-sauvages. L’amplification des génes Pm2/3 semblait exacerber
la tolérance des parasites K13-mutants a la FQ. Les parasites K13-mutants Mdrl-amplifiés étaient de
facon inverse plus sensible a la FQ. Une légére corrélation positive a pu étre observée entre les Clso de

la FQ et celles de la PPQ, ainsi qu’une corrélation négative entre les Clso de la FQ et de la MQ. Ces
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résultats peuvent étre expliqués par la similarité structurale de la PPQ et de la FQ, appartenant toutes
les deux a la famille des amino-4-quinoléines. On ne peut cependant pas parler de résistance croisée
entre la PPQ et la FQ, les parasites testés étant tous sensibles a la FQ malgré les faibles variations
observées entre les différents groupes. De plus, I'ordre de grandeur des Clso observé dans cette étude
était similaire a celui observé en Afrique (258,259), ol les parasites sont sensibles aux CTA. Cette étude

confirme donc I'efficacité de la FQ sur les parasites multi-résistants cambodgiens in vitro.

3. Article
In vitro activity of ferroquine against artemisinin-based combination therapy (ACT)-resistant
Plasmodium falciparum isolates from Cambodia
Mélissa Mairet-Khedim, Flore Nardella, Nimol Khim, Saorin Kim, Nimol Kloeung, Sopheakvatey Ke,
Chhayleang Kauy, Rotha Eam, Chanra Khean, Alain Pellet, Didier Leboulleux, Rithea Leang , Pascal
Ringwald, Jean Christophe Barale, Didier Leroy, Didier Menard and Benoit Witkowski

J. Antimicrob. Chemother. 2019;74(11):3240-3244. DOI :10.1093/jac/dkz340
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Background: Cambodia is the epicentre of resistance emergence for virtually all antimalarial drugs. Selection
and spread of parasites resistant to artemisinin-based combination therapy (ACT) is a major threat for malaria
elimination, hence the need to renew the pool of effective treatments.

Objectives: To determine whether ACT resistance haplotypes could have an effect on ferroquine in vitro antimal-
arial activity.

Methods: In vitro susceptibility to ferroquine was measured for 80 isolates from Cambodia characterized for
their molecular resistance profile to artemisinin, piperaquine and mefloquine.

Results: Among the 80 isolates tested, the overall median (IQR) ICs, of ferroquine was 10.9nM (8.7-18.3). The
ferroquine median (IQR) ICs, was 8.9 nM (8.1-11.8) for Pfk13 WT parasites and wos 12.9 nM (9,5-20.0) for Pfk13
C580Y parasites with no amplification of Pfpm2 and Pfmdrl genes. The median (IQR) ICs, of ferroquine for
Pfk13 C580Y parasites with amplification of the Pfpm2 gene was 17.2nM (14.5-20.5) versus 9.1nM (7.9-10.7)
for Pfk13 CS80Y parasites with amplification of the Pfmdr1 gene.

Conclusions: Ferroquine exerts promising efficacy against ACT-resistant isolates. Whereas Pfpm2 amplification
was associoted with the highest parasite tolerance to ferroquine, the susceptibility range observed was in ac-
cordance with those measured in ACT resistance-free areas. This enables consideration of ferroquine as a rele-

vant therapeutic option against ACT-resistant malaria.

Introduction

Artemisinin-based combination therapy (ACT) deployment has
been a major step for malaria elimination. These well-tolerated
and extremely effective combinations represent now the gold
stondard for uncomplicated malaria treatment. The bi-
component formulation of ACTs was designed to prevent the risk
of drug resistance emergence, by combining a fast-acting drug (ar-
temisinin derivative) with a long-losting partner. Unfortunately, a
few years ofter ACT implementation, Plasmodium falciparum
strains muitiresistant to ortesunate/mefloquine emerged in Cambodio.

This ACT was withdrawn in 2011 from drug policy in Combodia to
be replaced by dihydroartemisinin/piperaquine. In 2013, a dra-
matic treatment failure rate to dihydroartemisinin/piperaquine
of ~50% was reported.’ Faced with this situation, Cambadio
treatment guidelines have been redefined through the reintro-
duction of artesunate/mefloquine, irrespective of previous resist-
ance issues. Additionally, an alorming spread of multiresistant
strains to the neighbouring countries Thailand, Vietnam and Laos
was observed.” This situation raises concerns about malaria elim-
ination feasibility in the Greater Mekong Subregion and advocates
for the development of new drugs able to tackle ACT-resistant

©The Author(s) 2019. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobiol Chemotherapy. All rights reserved.

For permissions, please email: journals.permissions@oup.com.
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parasites. Among the candidates that are being considered for
the development pipeline, ferroquine is one of the most promis-
ing. This molecule, developed by Biot et al.,” is basically a chloro-
quine molecule coupled with a ferrocenyl function. As was
found for chloroquine, it was determined thaot ferroquine acts
os an inhibitor of haemozoin biomineralization.* Despite o
shared amino-4-quinoline core, it has been demonstrated that
chloroquine resistonce does not impact ferroquine activity.”
Pharmacokinetic properties of ferroquine defined it as a long-
losting molecule. Its safety has been demonstrated® and the fer-
roquine/artesunate association has met the clinical antimalariol
efficacy requirements.” Ultimately, attempts atin vitro selection of
ferroquine resistonce were unsuccessful.® All these green lights
make it worth considering ferroquine aos an option for next-
generation ontimaolorial combinations. However, in the current
resistance context it is cruciol to evoluate ferroquine ogainst ACT-
resistant isolates that circulote in South-East Asia. This study
oimed to determine the in vitro activity of ferroquine ogainst para-
sites collected in Cambodia harbouring genotypes associated
with resistance to artemisinin (Pfk13 single point mutation),” mef-
loquine (increased copy number of Pfmdr1)'® and piperaquine
(increased copy number of Pfpm2).'!

Methods

P. falciparum clinical isolates

Isolates were collected from Cambaodian patients with uncomplicated P.
folciparum malaria enrolled in WHO therapeutic efficacy studies (2011-14),
Venous blood was taken in ocid-citrate-dextrose tubes (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA). Parasites were adapted to in vitro culture at 2%
hoematocrit (O' human blood, Centre de Transfusion Sanguine, Phnom
Penh, Combodia) in RPMI 1640 medium supplemented with 0,5% Alburmax
11/2.5% human plasma under an atmosphere of 5% C0,/5% O,. Adapted
parasites were cryopreserved and thawed upon performance of suscepti-
bility assays. Reference strains 3D7, 7G8, W2 and DD2 were provided by the
MR4 (Virginia, USA) and cultured under the some conditions.

Molecular resistance marker determination

Pfk13 propeller domain (PF3D7_ 1343700 from codon 445 to 680) poly-
morphism was determined by Songer sequencing occording to Ariey et al,”
Pfmdr1 and Pfpm2 copy number variations were determined by quontito-
tive PCR according to Witkowski et al.”’

In vitro susceptibility assay

Parasite in vitro susceptibility to ferroquine and mefloguine was determined
by using a [*Hlhypoxanthine uptake inhibition assay.'® Ferroquine was
obtained from Sanofi (Marcy-I'Etoile, France) and piperaquine, dihydroorte-
misinin and mefloquine were obtained from WWARN; DMSO (Sigmo-
Aldrich, Singopore)} was used os a vehicle. Parosites were synchronized at
ring stoge with p-sorbitol treatment (0-12h post-invasion) and exposed
to a concentration ronge of ferroquine (0.7-500nM) or mefloguine (2.1-
1500nM) for 48h in the presence of 0.5uCi of [*Hlhypoxanthine
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA), Tritium incorporation wos measured
with a fi-counter (Trilux Microbeta; PerkinElmer). 1Cs, volues were deter-
mined using [CEstimator software (http:/Awww.ontimalariol-icestimator.
net), Parosite susceptibility to dihydroortemisinin ond piperaquine was
measured using ring-stage survival assay (RSA) and piperoquine survival
assay (PSA) methods, respectively. ™'

Ethics

All isolates were collected from theropeutic efficacy studies (TESs)
opproved by the Ethics Committee for Health Research of the Cambodion
Ministry of Heolth and registered at the Australian New Zecland Clinicol
Triols Registry (numbers ACTRN 12615000793516, 12612000184875,
12612000183886, 12612000181808 and 12614000344695).

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using GraphPad 7.0 software. A P
volue <0.05 was considered significant.

Results

Amang the isolates collected in Combodia from 2011 to 2014, 80
were selected occording to their drug resistance genotypes and
sorted into four groups of 20 isolotes: Group 1, Pfk13 WT, one copy
of Pfpm2 and Pfmdr1; Group 2, Pfk13 C580Y, one copy of Pfpm2 and
Pfmdr1; Group 3, Pfk13 C580Y, one copy of Pfpm2 and amplification
of Pfmdr1; and Group 4, Pfk13 C580Y, amplification of Pfpm2 and
one copy of Pfmdrl. As well as ferroquine, susceptibilities to dihy-
droartemisinin, mefloquine and piperaquine were determined.
Values were, as expected, consistent with the molecular profiles of
resistance, showing o higher resistance of the parasites to dihy-
droartemisinin, mefloquine and piperaquine olong with, respective-
ly, Pfk13 C580Y mutation, Pfmdrl omplification and Pfpm2
amplification (Table 1). The median (IQR, range) 1C, value for these
80 isolates of ferroquine was 10.9nM (8.7-18.3, 6.8-24.2). In com-
parison, the median (IQR, range) ICs; value obtained for reference
strains (3D7, W2, DD2 and 7G8) was 9.4nM (6,8-18.9, 3.2-20.9).
The median ICsy value for ferroquine was not different between
dinical isolates and reference strains (P=0.21, Mann-Whitney test).
Ferroquine susceptibility was then analysed after stratification by
parasite groups. The isolates of Group 1 showed a median (IQR) IC,
value of 8.9 nM (8.1-11.8) and those of Groups 2, 3 and 4 showed a
median (IQR) ICsq value of 12.9nM (9.5-20.0), 9.1 nM (7.9-10.7) and
17.2nM (14.5-20.5), respectively. Compared with isolates of Group 1,
the isolates of Groups 2 ond 4 were significantly less susceptible to
ferroquine (P=0.0066 ond <0.0001, respectively, Mann-Whitney
test). In contrast, ferroquine susceptibility of the isolates of Group 3
did not differ from that of the isolates of Group 1 (P=0.70).
Considering that the molecular profile of resistance is only qualitative,
the correlations between ferroquine and dihydroartemisinin, pipera-
quine and mefloquine susceptibilities were addressed phenotypically
(Figure 1), No correlotion was observed between ferroquine and dihy-
droartemisinin susceptibilities (r=0.06). However, a slight positive cor-
relation was observed with piperaquine (=0.40) and a moderote
negative correlation was observed with mefloquine (=-0.42),

Discussion

Ferroquine activity was assessed here against o parasite popula-
tion that has been subjected for several years to artesunate/mef-
loquine and dihydroartemisinin/piperaquine selective pressure
ond exhibits evidence of resistance to these regimens.

The ferroquine activity against these isolates [geometric mean
1C50=13.0nM (95% C1=11.9-14.2)] was surprisingly similar to the
dato obtained in Africa against porasite populations naive to ACT
selective pressure and using the same testing methodology [1.0-
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Susceptibility of ACT-resistant P, falciparum isolates to ferroquine

JAC

Table 1. In vitro susceptibility to ferroquine, mefloquine, piperaquine and dihydroortemisinin of reference P. falciparum laboratory strains and cul-
ture-odapted isolates presenting different molecular patterns of resistance to artemisinin (Pfk13 gene WT or C580Y), piperaquine (Pfpm2 gene=1 or

>1 copy) and mefloquine (Pfmdrl gene=1 or >1 copy)

Ferroquine median Mefloquine median Piperaquine median Dihydroartemisinin median
Isolates 1Csq (NM) 1Ce0 (NM) PSA survivol (%) RSA survival (%)
Group 1: 8.9 450 0.0 0.0
K13 WT (8.1-11.8} (37.0-58.0) (0.0-0.3) (0.0-0.3)
CN_PM2=1 n=20 n=20 n=19 =20
CN_MDR1=1
Group 2: 129 439 0.0 116
K13 C580Y (9.5-20.0) (19.9-54.2) (0.0-8.5) (4,8-18.2)
CN_PM2=1 n=20 n=20 n=20 n=20
CN_MDR1=1
Group 3: 91 90.5 0.0 12.5
K13 C580Y (79-10.7) (70.7-106.5) (0.0-0.4) (6.6-19.6)
CN_PM2=1 n=20 n=20 n=20 n=20
CN_MDR1 >1
Group 4: 17.2 206 317 6.9
K13 C580Y (14.5-20.5) (8.9-29.5) (21.8-46.6) (3.2-10.9)
CN_PM2 >1 n=20 n=20 n=19 n=19
CN_MDR1=1
3D7 6.3 327 0.0 0.0
(5.1-7.7) (28.7-38.3) (0.0-0.0) (0,0-0.0)
=9 n=9 n=9 n=9
7G8 19.7 NA NA NA
(19.4-20.7)
n=5
pD2 10.8 NA NA NA
(8.8-15.5)
n=4
w2 149 NA NA NA
(11.7-18.7)
=3
NA, not availoble.

Values in parentheses are [QRs.

62.0nM in Gabon (2003)'* end 0.5-28.2 nM in Senegal (2002)*).
This result was also similar to data for parasites obtained on the
Thai-Burma border in 2004-05 (mean 1C56=9.3 nM) immediately
after the introduction of ACTs.'” However, this simple consider-
ation of ICsy values is insufficient to evoluate the impact of ACT re-
sistance on ferroquine susceptibility. Therefore, determination of
ferroquine susceptibility hos been stratified across the different re-
sistance genotypes associated with ACT resistance. A mild eleva-
tion of ICsy was noted for strains presenting a Pfk13 C580Y allele
compared with o WT allele. Like ortemisinin derivatives, ferroquine
was cotegorized as a potentially pro-oxidant molecule.'® In this
context, we can hypothesize that the Pfk13 mutation impacts fer-
roquine susceptibility in oddition to offecting susceptibility to

artemisinin derivatives through oxidative stress management.
However, and given the obsence of cross-resistonce to dihydroar-
temisinin in vitro, it is unlikely that this putative feature would be o
major determinant of parasite resistance to ferroquine. More inter-
estingly, the results have shown that amplification of Pfmdr1 did
have an impact on ferroquine activity and o negative correlation
between susceptibilities to ferroquine and mefloquine was noted.
In contrast, Pfpm2 amplification wos associoted with increased
tolerance to ferroquine and a positive correlation was observed be-
tween susceptibilities to ferroquine and piperoquine. Resistance to
mefloquine leads to increased susceptibility of the parasites to
piperaquine.!” Similarly, resistonce to mefloquine olso causes
increased susceptibility of the paorasites to ferroquine. The shared
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Figure 1. Cross-susceptibility of Combodian isolates to ferroquine versus dihydroartemisinin (n=79), piperaquine (n=78) and mefloquine (n=80). Each
symbol corresponds to one isolate tested. r, Spearman correlation. No strong correlation wos observed between susceptibility to ferroquine and other
drugs tested, The Spearman test was used to perform statistical analyses. 1C, volues are given in terms of nM.

omino-4-quinoline function between piperaquine ond ferroquine
could be an explanation, as well as an involvernent of Afmdrl in
the modulation of ferroquine accumulation in the parasite. Pfjpm2
could also play a role, but the limited mechanistic data available
do not enable us to propose a solid hypothesis yet.

Whereas slight tolerance of highly piperaquine-resistant strains
to ferroquine was observed, it should be noted that the 1Cs, values
observed remain in the range of laboratory isolates such as W2, far
below the highest values observed in Africa and lorgely under the
expected plasma concentration (Cro. = 155 ng/mL) after odminis-
tration of a single dose of 800 mg of ferroquine.'®

This study nevertheless has some limitations: the susceptibility
cut-off associoted with clinicol resistance to ferroquine is unknown;
the impact of current resistance pattems on ferroquine octivity was
only investigated through the prism of the molecular markers consid-
ered here; and the impact of other genotypes, especially Pfcrt poly-
morphisms, should be addressed further. Finally, o limited number of
isolotes have been tested ond we cannot assume that strains much
more resistant to ferroquine do not circulate in Cambodia already.

In summary, this study demonstrates the modest impact of
artemisinin derivative, piperaquine and mefloquine resistance on
ferroquine activity. Ferroquine can be rationally considered os o
major candidate for the development of next-generation anti-
molarial drugs that would result in sustainable malaria control in
areas with ACT resistance,
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C. Résistance clinique et in vitro de P. falciparum a [I'artésunate-
amodiaquine au Cambodge

1. Introduction
L’ASAQ (ASAQ Winthrop®) est I'une des cing CTA de premiere ligne recommandées par 'OMS. Son
utilisation a été validée en 2008, et est aujourd’hui enregistrée dans 33 pays (Afrique centrale, Afrique
de I'Ouest et Colombie) (260). Cette combinaison a largement contribué a la diminution de prévalence
du paludisme en Afrique depuis son introduction. Elle présente I'avantage d’étre la moins chéere des
CTA distribuées par le Global Fund et les partenaires du secteur public (260). L’'efficacité clinique de
ce traitement a été validée dans de nombreux pays, malgré une grande variation observée entre les
résultats des différentes études (261). En Asie du Sud-Est, seul le Vietnam a déja testé cliniquement

ce traitement, avec 98% d’efficacité (262,263).

L’étude présentée ci-aprés a été réalisée en 2016-2017. Elle a eu pour but d’étudier I'efficacité de
I’ASAQ + PQ au Cambodge sur des infections non compliquées a P. falciparum. Il a en effet été supposé
qgue I’ASAQ pourrait étre efficace sur les parasites multi-résistants cambodgiens, I’AQ n’ayant été que
tres peu utilisée en Asie du Sud-Est. De plus, aucune étude n’a fait état de la résistance a I'AQ au
Cambodge. Certains polymorphismes dans le ggéne Mdrl (principalement N86Y) ont cependant été
associées a la résistance a '’AQ en Afrique et en Amérique du Sud (264). Il était donc intéressant
d’observer la susceptibilité des parasites du Cambodge a cette combinaison, et d’identifier les
marqueurs moléculaires de résistance associés a des potentiels échecs thérapeutiques. Cette étude a
aussi permis de mettre au point un nouveau test phénotypique d’évaluation de la susceptibilité a I’'AQ

basé sur le PSA, plus adapté que la méthode conventionnelle de détermination de la Clso.
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2. Conclusion/discussion

L’efficacité clinique de I’ASAQ observée au cours de cette étude (% ACPR a jour 28, corrigé par PCR)
était de 81%. Les échecs tardifs étaient tous dus a des recrudescences, observées entre les jours 21 et
28 de traitement. Le haut pourcentage d’échecs thérapeutiques observé s’explique principalement
par la résistance a I’AQ. Ce résultat était inattendu compte tenu de l'utilisation restreinte de ce
composé au Cambodge depuis les années 1990. Les 63 isolats collectés étaient tous K13-C580Y, donc
résistants a I’ART. 85,7% de ces isolats présentaient une amplification des génes Pm2/3, mais aucun
n’était Mdrl-amplifié. La Clsp moyenne de I’AQ observée pour les 63 isolats par test isotopique
d’incorporation d’hypoxanthine tritiée était de 174,5 nM, bien plus haute que les valeurs
précédemment observées en Afrique (265-267). Cependant, cette technique ne permettait pas de
discriminer suffisamment les échecs des ACPR (Clsp médiane de 193 nM pour les recrudescences et
165 nM pour les ACPR a jour 28). Un autre test phénotypique a pour cela été développé : 'AQSA
(Amodiaquine Survival Assay). Ce test de survie se base sur le méme protocole que le PSA. La médiane
de survie parasitaire avec 'AQSA était de 23,5%. Une forte corrélation positive a pu étre observée
entre les susceptibilités a I’AQ obtenues par AQSA et par test isotopique. Cependant, 'AQSA
permettait de mieux discriminer les ACPR des échecs cliniques (13,3% de survie pour les ACPR, 64%
de survie pour les recrudescences). Le seuil de résistance associé a un risque de survenue d’échec
clinique a été fixé a >44% de survie par AQSA, cette valeur représentant le meilleur compromis
sensibilité/spécificité. Ce seuil de résistance a ensuite été utilisé pour réaliser une étude moléculaire
permettant d’identifier un ou plusieurs marqueurs associés a la résistance a I’AQ par séquencage du
génome complet. En premier lieu, la présence de marqueurs moléculaires de résistance a I'AQ
précédemment identifiés en Afrique (Mdrl N86Y/Y184F/D1246Y) et en Amérique du Sud (Mdrl
S1034C, N1042D and D1246Y) a été recherchée. Aucun des isolats cambodgiens collectés au cours de
cette étude ne présentait ces marqueurs. L’amplification des génes Pm2/3 n’impactait pas non plus la
susceptibilité a ’AQ. En revanche, les mutations Y184F/S784L/R945P dans le géne Mdrl ont été

associées a la résistance a I’AQ par AQSA. La quasi-totalité des isolats présentaient un fond génétique
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Dd2 du gene Crt. 85,9% des isolats présentaient des mutations additionnelles dans le géne Crt. La
plupart de ces mutations (T93S majoritaire) n’avaient pas d’impact sur la susceptibilité a 'AQ. En
revanche, les mutations G353V et F145I associées a la résistance a la PPQ étaient significativement

associées a la susceptibilité accrue des parasites a I’AQ.

En Afrique, les polymorphismes N86Y-Y184F-D1246Y du géne Mdrl sont sélectionnés par la LM et
semblent sensibiliser les parasites a I’AQ (268). Cette observation a encouragé le développement
d’une triple combinaison AS-LM-AQ. Aucun polymorphisme associé a des variations de susceptibilité
a 'AQ en Afrique n’ayant été identifié dans cette étude, cette triple-combinaison semble donc

possiblement inadaptée au Cambodge.

Cette étude a cependant été réalisée sur un petit nombre de patients, et sur une durée de 28 jours.
Un plus grand nombre d’échantillons sont actuellement testés en AQSA a l'Institut Pasteur du

Cambodge, afin d’affiner la recherche de marqueurs moléculaires de résistance a I’AQ.

En conclusion, ces résultats ne satisfont pas les critéres de validation des CTA par I’'OMS. L’ASAQ n’est
donc pas un traitement adapté pour le traitement des infections a P. falciparum au Cambodge. Les
raisons de I'émergence de la résistance a I’AQ au Cambodge restent inconnues. L’utilisation massive
de la CQ pourrait avoir favorisé la sélection de clones AQ-résistants. Grace au développement de
I’AQSA, le profil moléculaire de résistance a I’AQ des parasites cambodgiens a pu étre observé et
s’avere étre différent de celui des parasites africains. L'AQSA pourrait aussi étre utilisé en Afrique pour

évaluer la surveillance de I'efficacité de I’ASAQ.
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Summary

Artesunate-amodiaquine has inadequate efficacy in Cambodian patients with uncomplicated
falciparum malaria. Amodiaquine resistance is present in Cambodia and not associated with

molecular markers reported in Africa and South America.

Abstract

Background

Artesunate-amodiaquine is a potential therapy for uncomplicated malaria in Cambodia.

Methods

Between September 2016 and January 2017, artesunate-amodiaquine efficacy and safety were
evaluated in a prospective, open-label, single-arm observational study at health centers in
Mondulkiri, Pursat and Siem Reap Provinces, Cambodia. Adults and children with microscopically-
confirmed Plasmodium falciparum malaria received oral artesunate-amodiaquine once daily for
three days plus single-dose primaquine, with follow-up on Days 7, 14, 21 and 28. The primary
outcome was Day-28 PCR-adjusted adequate clinical and parasitological response (ACPR). An
amodiaquine parasite survival assay (AQSA) was developed and applied to whole genome
sequencing results to evaluate potential amodiaquine resistance molecular markers.

Results

In 63 patients, Day-28 PCR-adjusted ACPR was 81.0% (95% confidence interval [Cl], 68.9-88.7). Day 3
parasite positivity rate was 44.4% (28/63; 95%Cl, 31.9-57.5). All 63 isolates had the K13(C580Y)
marker for artemisinin resistance; 79.4% (50/63) had Pfpm2 amplification. The AQSA resistance
phenotype (245% parasite survival) was expressed in 36.5% (23/63) of isolates and was significantly
associated with treatment failure (P = 0.0020). Pfmdr1 mutant haplotypes were N86/184F/D1246
and Pfcrt was CVIET or CVIDT at positions 72—76. Additional Pfcrt mutations were not associated

with amodiaquine resistance, but the G353V mutant allele was associated with ACPR compared to
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Pfmdr1 haplotypes harboring F1068L or S784L/R945P mutations (P=0.030 and P = 0.0004,
respectively).

Conclusions

For uncomplicated falciparum malaria in Cambodia, artesunate-amodiaquine had inadequate
efficacy owing to amodiaquine-resistant P. falciparum. Amodiaquine resistance was not associated

with previously identified molecular markers.
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Introduction

Malaria remains a threat to about half of the world’s population [1]. Artemisinin-based combination
therapy (ACT) includes a rapid-acting artemisinin with a longer-acting partner drug. ACTs have
supported effective malaria treatment globally, contributing to recent declines in mortality [1]. In
2006, reduced ACT clinical efficacy in Cambodia’s western provinces led to the confirmation of
artemisinin-resistant Plasmodium falciparum [2], subsequently verified in multiple studies [3].
Although artemisinin resistance delays parasite killing, resistance to the partner drug is required
before treatment failure rates increase [4, 5]. Unfortunately, P. falciparum resistant to artemisinins
and partner drugs (piperaquine, mefloquine) circulate in Cambodia and the Greater Mekong sub-

region, undermining clinical efficacy and limiting treatment options [1, 6-8].

Artesunate-amodiaquine was not deployed systematically in Cambodia and requires evaluation as a
potential replacement for failing ACTs. In Africa, artesunate-amodiaquine is used extensively with
good clinical efficacy — 98.5% in an analysis of 96 studies [1]. In Africa, P. falciparum with multi-drug
resistance 1 (Pfmdr1) alleles N86Y/Y184/D1246Y (YYY haplotype) is associated with amodiaquine
treatment failures [9], but has not been detected in Cambodia [10]. The most prevalent chloroquine
resistance transporter gene (Pfcrt) haplotype in Cambodia is CVIET at positions 72-76 (wild-type
CVMNT) [10], which is also prevalent in Africa [11, 12], and insufficient to confer amodiaquine
resistance in vivo [13, 14]. In Viet Nam, two recent artesunate-amodiaquine clinical trials showed
encouraging results with Day-42 PCR-adjusted adequate clinical and parasitological cure rates (ACPR)

of 98% [15, 16].

This study investigated artesunate-amodiaquine clinical efficacy for uncomplicated falciparum
malaria in Cambodia. In the event of clinical failures, molecular markers associated with

amodiaquine resistance were to be investigated.
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Methods

Study design

This prospective, single-arm, open-label therapeutic efficacy trial of artesunate-amodiaquine plus
single-dose primaquine was conducted between September 2016 and January 2017 at three health
centers in Cambodia: Koh Gnek (Koh Gnek district, Mondulkiri province), Promoy (Veal Veng district,

Pursat province), and Khvav (Chi Kraeng district, Siem Reap province) (Figure 1).

The study confirmed to Good Clinical Practice and the Declaration of Helsinki (2000). The protocol
followed the standard World Health Organization protocol for the surveillance of antimalarial
treatment efficacy [17], and was approved by National Cambodian Ethical board and the World
Health Organization Regional Office, Western Pacific Region. Owing to an administrative error, this
study was registered retrospectively at https://www.anzctr.org.au (identifier
ACTRN12619001628134). All patients or their guardians provided written informed consent.

Additionally, assent was obtained from children aged 12 years and above.

Patients

Eligible patients were aged 5-60 years with microscopically confirmed P. falciparum mono-infection
(1000-250,000 uL™* blood), fever or history of fever during the past 24 h and able to swallow oral
medication. Unmarried girls and women aged 12-18 years, pregnant and lactating women were
excluded. All women of child-bearing potential had a pregnancy test. Exclusion criteria were severe
falciparum malaria, severe malnutrition, febrile conditions other than malaria or other underlying
chronic illness, medication that might interfere with antimalarial pharmacokinetics, or a history of

hypersensitivity to artemisinin or amodiaquine.
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Treatment

Artesunate-amodiaquine (ASAQ Winthrop®, Sanofi, Paris, France) was administered under
supervision once-daily for three days. Doses were determined by bodyweight to achieve 4
mg/kg/day (range 2-10 mg/kg) artesunate and 10 mg/kg/day (range 7.5-15 mg/kg) amodiaquine.
Primaquine was given as a single 15 mg dose (0.25 mg base/kg). All patients were treated as in-
patients with out-patient follow-up visits on Days 7, 14, 21, and 28. Any recurrence during the

follow-up period was treated with artesunate-mefloquine, according to national recommendations.

Procedures

At enroliment, a clinical examination was performed and a full medical history taken. Adverse events
were recorded at all study visits. Parasitemia and Plasmodium species identification was assessed
using Giemsa stained thick and thin blood films obtained at screening, every day following the first
treatment dose until samples were parasite negative, at each weekly follow-up visit, and if clinically
indicated. Parasite counts were recorded as the average from two microscopists using standard
methods [17). Treatment failures were verified as recrudescence using polymerase chain reaction
(PCR) genotyping by comparing P. falciparum genes msp1, msp2 and glurp in pre-treatment blood

samples versus those obtained at recurrence [18].

Molecular surveillance

Using published methods, the Kelch13 (K13) gene was sequenced to identify mutations associated
with artemisinin resistance [19]. Gene copy numbers for P. falciparum plasmepsin 2/3 (Pfpm2) and
Pfmdr1 were determined with qPCR using standard protocols, with the threshold for gene

amplification defined as >1.5 copies [20].

Amodiaquine susceptibility in vitro

Pre-treatment blood samples were collected into acid-citrate-dextrose tubes (Becton-Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) and processed within 48 h at Institut Pasteur, Cambodia. Clinical isolates
were culture adapted using standard methods [4]. P. falciparum reference strains 3D7 (amodiaquine

7



130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

susceptible, from MR4) and 7G8 (amodiaquine resistant, from the European Malaria Reagent

Repository) were similarly maintained and used as controls.

In vitro susceptibility to mono-desethyl-amodiaquine (from the WorldWide Antimalarial Resistance
Network) was assessed using the [*H]-hypoxanthine assay, according to published methods [4].

Inhibitory concentration values (ICso) were determined using ICEstimator software

(http://www.antimalarial-icestimator.net).

The amodiaquine survival assay (AQSA) was based on a similar assay for piperaquine [21]. Tightly
synchronized ring-stage parasites (0-3 h post-invasion) were exposed to 200 nM mono-desethyl-
amodiaquine for 48 h and maintained for a further 24 h in drug-free medium. Live parasites were
then enumerated microscopically from Giemsa-stained thin blood films on examination of 210,000
erythrocytes. Parasite survival following exposure to mono-desethyl-amodiaquine was determined

as a percentage relative to untreated controls.

Amodiaquine resistance and association with molecular markers

Investigation of potential molecular markers associated with amodiaquine resistance used an
expanded data set including P. falciparum isolates from this study plus 34 clinical isolates collected
from sentinel sites (10 Kampong Speu, 13 Mondulkiri, 3 Pursat, 8 Ratanakiri) between February 2017

and February 2018.

Pfert and Pfmdrl were sequenced using whole genome sequencing with lllumina paired-reads
sequencing, according to published protocols [19, 20]. After processing, data were integrated into
the Whole-genome Data Manager (version 2.0) [19, 20]. Single nucleotide polymorphisms (SNPs)

were investigated using Phen2gen software [20]



154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

Outcomes

The primary efficacy outcome was adequate clinical and parasitological response (ACPR) at Day 28
adjusted for reinfection using PCR-genotyping. Day 3 parasite positivity rate was the secondary
efficacy outcome. Safety outcomes were the frequency of adverse events, serious and severe

adverse events.

Statistical analysis

Data were analyzed with Excel StatX and Graphpad Prism (version 8.3.0). Kaplan-Meier survival
curves and associated 95% confidence intervals (95%Cl) were used for ACPR with the log-rank test
(Mantel-Cox) for comparisons. 1Cso and AQSA values versus clinical outcome were compared using
the Mann-Whitney test. Resistance thresholds for ICsp and AQSA parasite survival were determined
with receiver operating characteristic (ROC) analysis. Kruskal-Wallis tests were used to identify
significant differences in Pfcrt—Pfmdr1 haplotype AQSA parasite survival results. Significant p values

were <0.05,

Results

Patients
Most patients were adult males (87.3% 55/63) (Table 1). There were no withdrawals or patients lost
to follow up; all 63 patients were included in the analysis. Thirty-one patients were from Mondulkiri,

29 from Pursat and 3 from Siem Reap.

Therapeutic efficacy and molecular surveillance

Day-28 ACPR was 81.0% (51/63). All recurrences were late clinical failures (days 21-28) and PCR-
confirmed as recrudescence; nine were in adults (18-52 years) and three in children (8-15 years).
The Kaplan-Meier Day-28 ACPR estimate was 81.0% (95%Cl, 68.9-88.7) (Figure 2) overall; 77.4%
(95%Cl, 58.4-88.5) for Mondulkiri, 86.2% (95%Cl, 67.3-94.6) for Pursat, and 66.7% (95%Cl, 5.4-94.5)

for Siem Reap. No severe or serious adverse events were reported during the study.
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Day 3 parasite positivity rate was 44.4% (28/63; 95%Cl, 31.9-57.5) overall, 22.6% (7/31; 95%Cl, 9.6—
41.1) for Mondulkiri, 69.0% (20/29; 95%Cl, 49.2-84.7) for Pursat, and 33.3 (1/3, 95%Cl, 0.8-90.6) for
Siem Reap. Consistent with the delay in parasite clearance, all 63 isolates had the K13(C580Y)
marker for artemisinin resistance. None had increased Pfmdr1 copy number, but 85.7% (54/63) had

Pfpm2 amplification.

In vitro amodiaquine resistance

In the [*H]-hypoxanthine assay, the mono-desethyl-amodiaquine median ICs for the 63 clinical
isolates was 174.5 nM (interquartile range [IQR] 90.7-213.1). Isolates from patients with
recrudescence (n=12) had a median ICso of 193.8 nM (IQR 156.6—240.3) versus 165.0 nM (IQR 88.3—
212.0) for patients with Day-28 ACPR (n=51) (P = 0.084, Mann-Whitney) (Figure 3A). ROC analysis
indicated an ICsp threshold value most strongly correlated with Day-28 ACPR of <181 nM (Figure 3B),
though sensitivity was only 61% (95%Cl, 47-73) at a specificity of 75% (95%Cl, 47-91), and area
under the curve (AUC) was 0.66 (95%Cl, 0.49-0.83; P = 0.083). Thus, ICso had inadequate

discriminatory value for predicting clinical outcome.

Amodiaquine survival assay (AQSA)

In the 63 clinical isolates, median parasite survival was 23.5% (IQR 1.6-65.5). AQSA quality control
values were 72.8% parasite survival for the amodiaquine-resistant 7G8 strain and 0% for the
susceptible 3D7 strain. There was a strong positive correlation between ICspand AQSA parasite
survival (Pearson r value 0.75 [95%Cl, 0.62-0.84] P < 0.0001) (Figure 4A). Recrudescent isolates had a
significantly higher median survival (64.0% [IQR 29.1-77.0]) versus those from patients with Day-28
ACPR (13.3% [IQR 0.9-48.1]) (P = 0.0054, Mann-Whitney) (Figure 3B). ROC analysis indicated an
AQSA threshold predictive of Day-28 ACPR of <45% survival, with a sensitivity of 75% (95%Cl, 47-91)
and specificity of 73% (95%Cl, 59-83); AUC was 0.75 (95%Cl, 0.60-0.91; P = 0.0063) (Figure 4C).

ACPR occurred with 92.5% (37/40) of isolates with <45% AQSA parasite survival but decreased
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significantly to 60.9% (14/23) for those with 245% survival (P = 0.0020, log-rank Mantel-Cox) (Figure

4D). Therefore, 245% parasite survival in the AQSA was a clinically relevant resistance phenotype.

Molecular signature associated with amodiaquine resistance

In the expanded dataset of 97 clinical isolates, median AQSA parasite survival was 8.0% (IQR
1.0-50.2), and 28.9% (28/97) had 245% parasite survival. Ninety-six isolates were K13(C580Y) and
one was K13(Y493H). One isolate had Pfmdrl amplification. Pfpm2 amplification was present in
78.4% (76/97) of isolates. There was no significant difference in the median AQSA value of strains
with single-copy Pfpm2 (6.3% [IQR 1.1-56.4]) versus those with multiple copies (12.3% [IQR 0.91-

47.6]) (P =0.74, Mann-Whitney).

The frequency of SNPs for the key P. falciparum resistance genes Pfcrt and Pfmdr1 are shown in
Figure 5. For Pfcrt, two haplotypes coding positions 72-76 were confirmed (mutations underlined):
CVIET (99.0%; 96/97) and CVIDT (1.0%; 1/97). For isolates with complete Pfcrt haplotypes (N = 94),
12 different haplotypes were identified, of which 97.9% (92/94) were either Dd2 or on the Dd2
background (Table 2). For Pfmdrl, six different haplotypes were found, with Y184F being the most

common (45.7% [43/94)) and 51.1% (48/94) having Y148F plus at least one other mutation (Table 2).

AQSA results for isolates with complete Pfcrt=Pfmdrl sequences (N = 92) indicated significant
differences in survival between four haplotypes: Dd2-Y184F/S784L/R945P versus Dd2 F145I-Y184F
and versus Dd2 G353V-Y184F (P = 0.0075 and P = 0.0003, respectively; Kruskal-Wallis); and
between Dd2 T93S-Y184F/F1068L versus Dd2 F1451-Y184F and versus Dd2 G353V-Y184F (P =
0.0003 and P < 0.0001, respectively; Kruskal-Wallis) (Figure 6A). When examining clinical outcomes,
although the data set was smaller (N=60), there was still a significant difference between Dd2
G353V-Y184F versus Dd2-Y184F/S784L/R945P or Dd2 T935~Y184F/F1068L (P = 0.0004 and P =

0.0304, respectively; log-rank Mantel-Cox) (Figure 6B).
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Discussion

Antimalarial drug resistance in Cambodia has curtailed the efficacy of deployed ACTs. Recently, the
emergence of triple mutants with resistance to artemisinin, piperaquine and mefloquine underlines
the need to find new options for uncomplicated malaria in the region [22-24]. Artesunate-
amodiaquine efficacy in Africa and Viet Nam and the lack of known amodiaquine resistance markers
in Cambodia suggested that this ACT would be efficacious. Surprisingly, the treatment failure rate
was 19.0%; sufficient to exclude artesunate-amodiaquine as a treatment for uncomplicated malaria

in Cambodia.

The K13(C580Y) artemisinin resistance marker was ubiquitous in this study and is the predominant
K13 mutant in Cambodia [25]. Artemisinin resistance increases recrudescence probability only if
there is also partner drug resistance [4, 5]. Thus, the high recrudescence rate is most likely explained

by the presence of amodiaquine resistance. The in vitro findings support this conclusion.

Previous studies of amodiaquine monotherapy in Africa indicated a mono-desethyl-amodiaquine 1Cs
resistance threshold of >60 nM [26]. However, in the current study of artesunate-amodiaquine, ROC
analysis indicated a threshold of >180 nM. This discrepancy occurs because artemisinin resistance is
partial and parasite biomass following artesunate exposure will be low. Thus, a higher degree of
amodiaquine resistance is necessary to support parasite recrudescence following artesunate-
amodiaquine versus amodiaquine monotherapy. |Csq lacked sufficient discriminatory power to
differentiate between ACPR and recrudescence. This lack of correlation between ICso and clinical
outcome has been observed for both artemisinin and piperaquine, promoting the development of
more pharmacologically relevant assays based on parasite survival [4, 21]. Survival assays measure
cytocidal activity, and are a stringent test of antimalarial activity [27]. In this study, we developed a
novel parasite survival assay for amodiaquine, the AQSA. This correlated well with clinical outcome,

and was sufficiently sensitive and specific to use as a resistance phenotype to investigate potential
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amodiaquine resistance molecular markers. Consequently, we propose AQSA 245% parasite survival

as a novel definition for amodiaquine resistance.

In Africa, selection of Pfmdrl N86 and D1246 following artemether-lumefantrine treatment
improves clinical outcomes with artesunate-amodiaquine [28]. This suggests that an artemether-
lumefantrine-amodiaquine triple therapy could counter-select for resistance, and initiatives to
develop the combination are ongoing [29]. However, the rationale for artesunate-amodiaquine-
lumefantrine in Cambodia has not been demonstrated. Our data show amodiaquine resistance exists
in Cambodia in the absence of the African amodiaquine-resistant haplotype Pfmdr1 86Y/Y184/1246Y
[10], as all mutant Pfmdrl haplotypes were N86/184F/D1246. Also, mutations common in South
American P. falciparum Pfmdrl (S1034C, N1042D and D1246Y) were absent. Molecular markers for
lumefantrine resistance are not validated for South East Asia and our data do not support counter
selection. Rather, resistance to both amodiaquine and lumefantrine appears possible in Cambodian

P. falciparum.

In the expanded parasite data set, all except two Pfcrt haplotypes were on the Dd2 background (i.e.
C72/V73/741/75E/76T/220S/271E/3265/356T/3711). The amodiaquine-resistant 72-76 SVMNT
haplotype reported in South American parasites was absent, consistent with previous data [10].

In Asia, novel Pfcrt mutations have emerged on the Dd2 chloroquine-resistant allelic background, in
contrast to Africa where 3D7, GB4 and Cam783 haplotypes predominate [30]. In clinical isolates and
gene edited parasites, Pfcrt Dd2 decreases in vitro susceptibility to amodiaquine relative to Pfcrt
3D7, so can be considered an amodiaquine-tolerant background [30, 31]. In the current study, 85.9%
(79/92) of the Dd2-based haplotypes had additional mutations. The Pfcrt mutations G353V and
F145I were significantly associated with amodiaquine sensitivity in the AQSA and G353V was
associated with ACPR. These findings are consistent with data in gene-edited parasites showing that

these mutations confer resistance to piperaquine, but sensitize parasites to amodiaquine,
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chloroquine and quinine [32, 33]. Notably, in gene edited parasites neither G353V nor F145I had any
impact on lumefantrine susceptibility and counter selection between lumefantrine and amodiaquine
appears unlikely [32]. Pfcrt T93S is associated with piperaquine resistance and its prevalence has
been increasing in Cambodia [33-35]. In the current study, Pfcrt T93S was the most common Pfcrt
haplotype, and was associated with both amodiaquine-susceptible and amodiaquine-resistant
haplotypes. Thus, there was no association of elevated AQSA with an identified polymorphism in

Pfcrt. Rather, key mutations in this gene appear to be associated with sensitization to amodiaquine.

Pfmdrl showed six haplotypes in this study, and 51.1% (48/94) were Y184F plus another mutation.
Of these, S784L/R945P and F1068L were associated with clinical and in vitro resistance. Pfmdr1
S784L has previously been noted from several locations in Cambodia at frequencies between 0.5—
29.8%, but was not associated with R945P [10]. Pfmdrl F1068L was reported from Pailin at a low
frequency (4.2%) [10], versus 20.2% (19/94) in the current study. This study is the first report
associating these Pfmdr1 haplotypes with amodiaquine resistance. However, their causality remains
to be demonstrated by extended genome-wide association studies and genome editing. Of interest,
the single amodiaquine-susceptible Pfmdr1 S784L/R945P mutant in the AQSA was the only isolate
with Pfmdr1 amplification. Conclusions cannot be drawn from one isolate, but additional
investigations regarding this observation may be valuable. Excluding this isolate from the analysis
does not affect the conclusions, though statistical significance is increased (Dd2-Y184F/S784L/R945P
versus Dd2 F145I-Y184F: P = 0.0020; Dd2-Y184F/S784L/R945P versus Dd2 G353V-Y184F: P <

0.0001; log-rank Mantel-Cox).

The origin of amodiaquine resistance in Cambodia is unclear. This drug was not used recently and
saw only a limited implementation in the 1990s. Piperaquine resistance selection is unlikely to be
associated with an emergence of amodiaquine resistance as the associated genotype i.e. Pfom2

amplification and Pfcrt mutations have either no effect or sensitize parasites to amodiaquine [32].
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306  We could thus hypothesize that amodiaquine resistance emerged in Cambodia in the past

307  consecutively to extensive chloroquine use.

308

309  While confirming artesunate-amodiaquine resistance in Cambodia, this was a small study conducted
310 ina limited geographical region. Although we saw significant relationships between SNPs in key

311  resistance genes and amodiaquine resistance phenotypes it was not possible to determine causality.
312  For example, these associations could be the consequence of the close relatedness of many of the
313  parasites in this study. Further investigations are, therefore, required to confirm the putative

314  amodiaquine resistance markers and assess their relevance to other malaria endemic areas. In the
315  absence of molecular markers, the AQSA provides a novel methodology to assess clinically relevant
316 amodiaquine resistance. However, the AQSA resistance phenotype of 245% parasite survival was
317 determined according to the study size and location and may require revision with additional data.
318

319  This study highlights the need for careful assessment of therapeutic outcomes and molecular

320  markers before introducing a new antimalarial treatment in Cambodia. Resistance to amodiaquine
321  was unexpected and was not associated with any known resistance genotype from other malaria
322  endemic areas. Our findings indicate that clinical resistance was linked to the acquisition of high-
323  level resistance against an amodiaquine-tolerant background. Thus, any amodiaquine-based

324  combination would place partner compounds under a high selective pressure and be inappropriate

325 in Cambodia.
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Figure legends

Figure 1. Map of study locations in Cambodia.

Figure 2. Kaplan—Meier estimates of ACPR with artesunate-amodiaquine for uncomplicated malaria.

There were no re-infections on PCR-adjustment and no patients were censored.

Figure 3. In vitro susceptibility of 63 P. falciparum clinical isolates to mono-desethyl-amodiaquine
determined in the [*H]-hypoxanthine uptake inhibition assay.

A) Relationship between mono-desethyl-amodiaquine ICspand clinical outcome at Day 28 following
treatment with artesunate-amodiaquine. Open circles represent P. falciparum isolates and black
horizontal bars and | bars indicate the median and interquartile range, statistical comparison used
the Mann-Whitney test.

B) Receiver-operating characteristic curve for ICs versus clinical outcome at Day 28.

Figure 4. Parasite survival in the amodiaquine survival assay (AQSA).
A) Correlation between AQSA parasite survival and ICsodetermined in the [*H]-hypoxanthine uptake
inhibition assay.

B) Relationship between AQSA parasite survival and clinical outcome at Day 28 following treatment
with artesunate-amodiaquine. Open circles represent P. falciparum isolates and black horizontal
bars and I bars indicate the median and interquartile range, statistical comparison used the Mann—
Whitney U test.

C) Receiver-operating characteristic curve for AQSA parasite survival versus clinical outcome at Day
28 following treatment with artesunate-amodiaquine.

D) Kaplan-Meier estimates of ACPR for parasites with the AQSA resistance phenotype (245%
survival) versus those with the susceptible phenotype (<45% survival), statistical comparison used
the log-rank test (Mantel-Cox).
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Figure 5. Prevalence of mutations in Pfcrt and Pfmdrl in Cambodian P. falciparum clinical isolates

(N=97).

Figure 6. Effect of P. falciparum Pfcrt—Pfmdr1 haplotype on resistance phenotype.

A) Parasite survival in the amodiaquine survival assay (AQSA) for Cambodian clinical isolates (N = 92),
the horizontal red dotted line indicates the AQSA resistance phenotype (245% parasite survival).
Symbols represent P. falciparum isolates and black horizontal bars and I bars indicate the median
and interquartile range, statistical comparison used the Kruskal-Wallis test.

B) Kaplan—Meier plots for Day-28 ACPR in 60 patients with P. falciparum malaria treated with

artesunate-amodiaquine for amodiaquine-resistant and -susceptible Pfcrt—Pfmdrl haplotypes.
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498  Table 1. Baseline characteristics of the safety and efficacy population.

Characteristic

Stfudy population (N;63)

Males/females, n

Adults aged >15 years, n

Children aged 5-15 years, n

Mean age (SD) [range], years

Mean weight (SD) [range], kg

Geometric mean parasitemia (range) uL"* blood
499  SD, standard deviation

500

61/2
56
7
28.2 (11.9) [5-56]
53.7 (10.5) [23-78)

22,695 (1,756-248,000)
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502

503

504

Table 2. Pfcrt or Pfmdrl haplotype and parasite survival in the amodiaquine survival assay (AQSA).

Haplotype n (%) Median parasite survival, % (IQR)
Pfert N=94

Dd2t 13 (13.8) 48.1(1.5-77.2)
Dd2 F145I 7(7.4) 0.0 (0-1.8)
Dd2 G353V 13 (13.8) 0.4 (0-1.0)
Dd2 G367C 1(1.1) 0.4

Dd2 H97Y 14 (14.9) 15.9 (4.5-46.8)
Dd2 1210F 13 (13.8) 8.0 (3.8-31.5)
Dd2 1218F 1(1.1) 0.0

Dd2 M343| 2(2.1) 1.6 (0.2-3.0)
Dd2 N88K 1(1.1) 0.7

Dd2 T93S 27 (28.7) 57.8(22.6-71.7)
Cam734t 1(1.1) 111

GB4t 1(1.1) 0.0
Pfmdr1 N=94

Wild type 3(3.2) 4.8 (1.4-11.1)
Y184F 43 (45.7) 1.3 (0-6.3)
P725/Y184F 3(3.2) 24.7 (0.6-32.9)
Y184F/F1068L 19 (20.2) 64.2 (46.0-74.7)

Y184F/G1314D 18(19.1)

Y184F/S784L/R945P 8 (8.5)

13.7 (3.6-42.8)

67.8 (48.1-81.6)

tMutations for Pfcrt D2d: M741/N75E/K76T/A220S/Q271E/N326S/1356T/R3711; Pfcrt Cam734:

M741/N75D/K76T/A2205/Q271E/T333S; Pfcrt GB4: 741/75E/76T/A2205/Q271E/R371l.

Pfcrt, P. falciparum chloroquine resistance transporter; Pfmdrl, P. falciparum multidrug resistance 1.

25






Figure 2

100
90_ e N .
EE_‘ 80 - i
o T
o 70- :
<
© 60 -
@
g
o 50 -
% PCR-adjusted Day-28 ACPR
£ 40 - 81.0% (95% CI 68.9-88.7)
s
w 30 -
=
€ 20-
o
10 -+
0 T T 1
0 14 21 28
Day
Studyday O 7 14 21 23 24 25 28
Numberatrisk 63 63 63 63 57 55 54 53



Figure 3

A P=0.084
300 | |
] o)
] o ©
] O
] o) © 5
| O
] OOegéeOO
2007 89° -
] O
— ] 0420 ©
c @
= ] ©
o o)
] OOO
100 ©goo
] 000 o) O
] 098000
i )
0 - . :
Day-28 ACPR (n=12) Recrudescence (n=51)
Clinical outcome
B
9
2
2
=
c
[
]

Area under the curve
0.66 (95% CI 0.49-0.83; P=0.083)

0 ) I I I I 1
0 20 40 60 80 100

Specificity (%)



Figure 4

>

AQSA parasite survival (%)

Sensitivity (%)

-
o
o

50

Pearson rvalue 0.75 (95% Cl 0.62-0.84) (P < 0.0001)

o L

O

IG5, (NM)

Area under the curve
0.75 (95% CI1 0.60-0.91; P=0.0063)

O
©)
Tl
O
@] O

o

o

300

40 60
Specificity (%)

80

100

P = 0.0054
B \
100 1 o
80 g =
% i
s % 00
2
£ 601 o 8
;)
2
3 ?T o
©
g 40 - >
j=13
<L
2]
g
I o
o
&

Day-28 ACPR (n=12)

Clinical outcome

Recrudescence (n=51)

D
100
90
?E 80
&
o 70
<
Y
© 60+
@
2
o 50
< | e
)
£ 40
o
'% 30 4 —i—  <45% survival
E P =0.002
(3 20 —a—  >45% survival
10
0 T T T !
0 7 14 21 28
Day
Study day 0 21 23 24 25 28
Number at risk <45% 40 40 38 38 38 37
parasite survival in AQSA
Number atrisk 245% 23 23 19 17 16 16

parasite survival in AQSA




Figure 5

CIwild type HMutant B Unknown

il

arLErD
Teelid

SOZEY
481Z
401
15¥1L4
ALGH
SE61
MIEN
18LH
ar3siM

L

T T T

T T T
=] =] = = = o =
= m ~ £ w = o) o =

100 4
L

JE=N] S21E10%5] o uoipodoud

04

Pfert



Figure 6
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I1l. ETUDE DU MECANISME DE RESISTANCE A L’ARTEMISININE

1. Introduction

La découverte de I’ART, récompensée par le Prix Nobel de physiologie ou médecine en 2015, a été
I’'avancée majeure réalisée au cours du XX®™ siécle pour la lutte contre le paludisme. Les CTA ont
participé a réduire la prévalence mondiale du paludisme de 37% entre 2010 et 2015 (269). Bien
gu’ayant une demi-vie trés courte, I'ART et ses nombreux dérivés semi-synthétiques sont
extrémement actifs (rapidité d’action et dose), en faisant la classe d’antipaludique majeure de
I'arsenal chimio-thérapeutique.

L’émergence de souches résistantes a I’ART a la frontiére Thailande/Cambodge en 2006 (43), et leur
diffusion en Asie du Sud-Est (45) représentent cependant une menace pour I'élimination du
paludisme. Aucune autre molécule n’est a I’heure actuelle en mesure de remplacer I’ART dans le cas

ou la résistance viendrait a diffuser massivement, notamment en Afrique.

Le mécanisme de résistance a I'ART a largement été exploré au cours des dix derniéres années.
Certains polymorphismes dans le géne K13 ont été associés avec la résistance a I’ART d’isolats collectés
en Asie du Sud Est (caractérisée par un retard de clairance et une augmentation des échecs
thérapeutiques) (120,121). Les mécanismes biologiques impliqués dans cette résistance sont
complexes. Il est admis que les parasites résistants a I’ART ont la capacité de mettre leur métabolisme
en dormance au stade tres jeune ring pour déjouer 'action de I’ART (118,126). Ils présentent aussi
une capacité de réponse et de réparation améliorée face au stress oxydatif et a I'alkylation générés
par I’ART (123,124). Plus récemment, il a été montré que I'import d’hémoglobine au sein des parasites

résistants était diminué afin de minimiser I'activation de I’ART (135,136).

Tous ces mécanismes ont été en partie associés au gene K13, mais font nécessairement intervenir
d’autres acteurs (129,132,133). La résistance a I’ART a en effet déja été observée en I'absence de
mutation dans le géne K13 (140). De plus, pour une méme mutation dans ce géne, les niveaux de

résistance observés par RSA variaient considérablement (120,121). Enfin, plusieurs études
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transcriptomiques ont mis en évidence une régulation complexe de nombreux genes au sein des
parasites résistants a I’ART (124,126,270). Le role de ces différents acteurs dans la résistance n’a
cependant jamais été précisé et ces genes ne sont pas utilisés pour la surveillance de la résistance a

I’ART (120,139,270).

Cette partie vise a comprendre les mécanismes indépendants ou additionnels au géne K13, impliqués

dans la résistance a I’ART.

Le phénotype de résistance d’échantillons K13-sauvages collectés au Cambodge a d’abord été évalué
par RSA%3M afin de déterminer si une sélection de souches ART-résistantes pouvait étre observée au
Cambodge indépendamment de K13. En paralléle, un isolat K13-C580Y fraichement collecté a été
adapté en culture pendant 8 mois en I'absence d’ART, puis remis sous pressions successives d’ART.
L’évolution de la susceptibilité de cette souche a I'ART a été mesurée tout au long du cycle
dérive/culture pendant plus d’un an. Les transcrits de la souche initiale (isolat non adapté en culture),
de la souche a la fin de la période de dérive, et de la souche a la fin de la période de pression ont
ensuite été comparés par « Single Cell RNA sequencing » (en collaboration avec les Dr. Anthony
RUBERTO & Anthony BOUILLON, Institut Pasteur de Paris). La combinaison de la culture au long terme
et de I'étude transcriptomique pourrait permettre d’identifier de nouveaux acteurs impliqués dans la
résistance a I’ART. Cette étude est en cours et les résultats présentés notamment sur |'analyse

transcriptomique sont préliminaires.
2. Méthodes

a) Evaluation de la sensibilité 3 I’ART des isolats K13-sauvages

Les échantillons sanguins de patients infectés par P. falciparum ont été prélevés dans le cadre de
différentes études d’efficacité thérapeutique réalisées au Cambodge entre 2012 et 2019 et
cryopréservés. La région codant pour le domaine hélice du gene K13 a été séquencée par méthode
Sanger, comme précédemment décrit (120). Les échantillons présentant un génotype K13-sauvage

ont été rétrospectivement décongelés et adaptés en culture selon la méthode précédemment décrite
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(116). La susceptibilité de ces échantillons a ’ART a été déterminée par RSA®3" (116). Le pourcentage
de survie parasitaire a été déterminé par ratio entre la parasitémie de I’échantillon exposé a la DHA
rapportée a la parasitémie dans I’échantillon contréle aprés 72h de culture. Un pourcentage de survie

supérieur a 1% en RSA®3"a été le référentiel pour caractériser ces souches comme résistantes a '’ART.

b) Souche « initiale » P. falciparum utilisée pour la dérive en culture

Le sang du patient infecté a été prélevé le 13 mars 2017, a 25 jours apres traitement avec la DHA-PPQ,
correspondant a la date de I’échec thérapeutique. Le sang infecté a été recu a I'Institut Pasteur du
Cambodge (Phnom Penh) 24 heures aprés préléevement. Une partie des parasites a directement été
adaptée en culture (cet échantillon a été appelé « INITIAL »), et l'autre partie a été cryo-conservée
dans de I'azote liquide. Le géne K13 a été séquencé, et I'haplotype mutant C580Y a été confirmé. La

souche a aussi été identifiée comme étant monoclonale.

c) Génération des souches « dérive » et « pression » par culture in vitro

L'isolat « INITIAL » a été maintenu en culture pendant 8 mois selon les méthodes standard
précédemment décrites (116). Une fois par mois au cours de cette période, la susceptibilité de la
souche a la DHA a été évaluée par RSA®3" (116). A chaque mesure, un échantillon sanguin a été
conservé dans |'azote liquide. La souche parasitaire obtenue aprés les 8 mois de dérive en culture a
été nommée « DERIVE ». Les parasites ont ensuite été maintenus en culture mais ont cette fois été
exposés a 700 nM de DHA au moins une fois par mois pendant une période de 5 mois en suivant la
méthode du RSA%3", La souche exposée a la DHA a chaque fois été remise en culture aprés le test. La

souche parasitaire obtenue apres cette période de pression de DHA a été appelée "PRESSION".

d) Enrichissement des parasites au stade rings avec la Streptolysine O

Les souches INITIAL, DERIVE et PRESSION ont été rétrospectivement décongelées et adaptées en
culture dans 800 uL de sang frais (fourni par la banque du sang de Phnom Penh). Aprés multiplication
des parasites jusqu’a 5% de parasitémie, les trophozoites et les schizontes ont été éliminés par lyse

osmotique avec 5% de D-sorbitol pour ne conserver que les stades rings. 36 heures apres, les
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schizontes ont été collectés en utilisant un gradient de densité de 75% de Percoll, et remis en culture
pendant 3 heures avec 200 uL de sang frais pour obtenir les rings 0-3 heures post invasion (0-3h p.i).
Les parasites ont ensuite été synchronisés au b-sorbitol 5% afin d’éliminer les schizontes restants, et
lavés une fois avec du RPMI 1640 (ThermoFisher Scientific, Singapour). 800 unités de streptolysine O
(SLO, Sigma-Aldrich, Singapour) ont ensuite été ajoutées a 200 uL de culot sanguin (la SLO a été activée
avec 10mM de dithiothréitol (DTT) pendant deux heures a 37°C). La suspension a été maintenue six
minutes a température ambiante sous agitation manuelle et lavée deux fois avec du RPMI 1640. Le
culot obtenu aprés lyse contenait une grande majorité de globules rouges infectés par des rings 0-3h
p.i, mais aussi quelques gamétocytes et fantdmes de globules rouges. Un gradient de Percoll 75% a
été par la suite réalisé pour éliminer les fantdmes de membrane et les schizontes résiduels. Un frottis

sanguin a été effectué pour évaluer I'enrichissement final.

e) Traitement des parasites enrichis a la DHA

Les rings 0-3h p.i enrichis des souches INITIALE, DERIVE et PRESSION ont été exposés a 700 nM de DHA
ou diméthylsulfoxide (DMSO, solvant de la DHA utilisé comme témoin sans médicament) sans dilution
préalable. Aprés 6 heures d'exposition, les parasites ont été lavés avec du RPMI et une suspension
contenant environ 1000 globules rouges infectés/uL a été préparée dans du RPMI contenant 0,5% de

BSA pour chaque condition. Cette suspension a été utilisée pour le tri cellulaire.

En paralléle, les parasites enrichis des souches INITIAL, DERIVE et PRESSION ont également été testés
en RSA%3"en partant de 1% de parasitémie initiale (aprés dilution avec du sang frais). Les parasites ont
été exposés au DMSO ou a 700 nM de DHA pendant 6 heures. Apres lavage, les parasites ont été remis
en culture dans un milieu complet pendant 66 heures. Le pourcentage de survie de chaque souche
aprés exposition a la DHA a ensuite été évalué par énumération de 10000 globules rouges via un frottis

sanguin coloré au Giemsa.
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f) Préparation des librairies « single cell » et séquencage des ARN

Avant le tri unicellulaire, les globules rouges ont été dilués a environ 1000 globules rouges/uL dans du
RPMI 1640 contenant 0,5% de BSA afin de minimiser I'apparition de doublets. 12000 globules rouges
ont ensuite été déposés sur une Puce B contenant des GEMs 10X V3 (Gel Beads-in-emulsion) et un
master mix afin de générer des bibliotheques de cellules individuelles a code-barres. Pour minimiser
la lyse de globules rouges par stress osmotique pendant le processus de tri (se faisant dans de I'eau
pure), nous avons modifié le protocole par usage de RPMI 1640. Les bibliotheques cellulaires ont
ensuite été préparées selon le protocole recommandé par 10X Genomics et séquencées a |'aide d'un

séquenceur lllumina XTen (Macrogen, Corée du Sud).

g) Alignement, attribution des codes-barres, et qualité des transcrits

La qualité des séquences ARN obtenues a été confirmée en utilisant FASTQC (271). Les transcrits ont
été pseudo-alignés aux transcrits de la souche 3D7 (PlasmoDB.org, version 44) grace au logiciel Kallisto
(v0.39.3), en utilisant les parametres par défaut recommandés par le guide pour single-cell RNA-seq

« kallisto bus » (https://www.kallistobus.tools/) (272). Les matrices comptées a partir des librairies

ont été analysées via R (v 3.6.0) pour des analyses plus poussées.

h) Filtre et normalisation

Afin de filtrer les cellules sans GEMs et d’obtenir seulement les séquences dérivées de rings, nous
avons utilisé la fonction « emptyDrops » (273) avec un seuil de « fausse découverte » de 0,0001, et
une taille de cellule minimum de 100 « identifiants moléculaires uniques » (UMIs). Les matrices

énumérées ont été lues via Seurat (v3.1.0; https://github.com/satijalab/seurat), en excluant les génes

qui n’étaient pas exprimés dans au moins 0,5% du total des rings détectés dans chaque condition. Afin
de déterminer le nombre de doublets, les rings présentant une déviation absolue de la médiane (MAD)
>3 ont été exclus ainsi que les cellules avec un total de génes uniques <2 MAD. Les matrices de
données filtrées ont été combinées. Les combinaisons de données ont été normalisées via la fonction

LogNormalize (Seurat). Le nombre de génes compté pour chaque cellule a été divisé par le nombre
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total de génes, et multiplié par un facteur 1000. Ce nombre a ensuite été transformé en natural-log
en utilisant loglp. Les caractéristiques hautement variables (HVFs) ont été détectées en utilisant la
fonction « FindVariableFeatures » avec le parametre suivant : selection.method = "vst", nfeatures =

440.

i) Réduction dimensionnelle et populations de rings

Aprés normalisation, I'échelle des données a été adaptée. Une analyse par réduction (« principal
component analysis » (PCA) et « Uniform Manifold Approximation and Projection » (UMAP)) a été
réalisée afin de faciliter la visualisation des différents groupes de geénes. Une approche non-supervisée
a ensuite été utilisée pour identifier différents groupes de cellules. Un graphique « shared nearest
neighbor » (SNN) a d’abord été construit en utilisant la fonction FindNeighbours (Seurat) avec les
parameétres suivants : reduction = "pca", dims = 1:10, k = 20. Apres optimisation de la modularité du
graphique SNN par algorithme Louvain, les différents groupes de cellules ont été identifiés via la
fonction FindClusters (Seurat), avec une résolution de 0,3. A cette résolution, 6 groupes de cellules

ont pu étre identifiés. L’expression de genes au sein de chaque groupe a ensuite été déterminée.

i) Analyse de I'expression différentielle de génes

Afin de révéler les génes enrichis dans chaque groupe, la fonction FindAllMarkers (Seurat) a été
utilisée suivant les parametres : only.pos = F, min.pct = .50, logfc.threshold = 0.1, min.diff.pct = .1,
test.use = "wilcox". Les génes n’étant pas exprimés dans au moins 50% de toutes les cellules dans un

groupe donné n’ont pas été considérés.

k) Enrichissement fonctionnel des mécanismes biologiques

Les génes identifiés ont été entrés dans PlasmoDB. Une analyse de I'ontologie de génes (GO) a été
réalisée en utilisant les genes différemment surexprimés ou sous-exprimés (p.adj< 0,05). Les
processus biologiques identifiés ont ensuite été téléchargés sur REVIGO (un outil bio-informatique en

ligne qui liste I'ontologie de genes) (274). Les termes redondants ont été supprimés. L'analyse du
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réseau des processus biologiques a été visualisée a I'aide de la fonction « interactive graph » sur le

site Web de REVIGO.

2. Résultats

a) Prévalence des isolats K13-sauvages au Cambodge de 2012 3 2019

La susceptibilité a I’ART de 134 isolats K13-sauvages collectés de 2012 & 2019 a été testée en RSA®3",
Les RSA ont été effectués deux fois pour chaque isolat trouvé résistant. Six échantillons présentaient
un taux de survie supérieur a 1% (points rouges, figure 27), représentant 4,5% du total des échantillons
K13-sauvages collectés de 2012 a 2019. La moyenne de survie des échantillons résistants était de
6,62% [1,65 — 25,33]. Les taux de survie moyens par année ont été comparés par test de Mann
Whitney et aucune différence significative entre les groupes n’a été observée. Ces échantillons
résistants ont été collectés dans les provinces de Kampong Thom (centre), Kampong Speu (Ouest),
Mondulkiri, Ratanakiri et Stung Treng (Est). L’absence de mutation dans la région BTB-POZ du gene

K13 a aussi été confirmée pour les 6 échantillons K13-sauvages résistants a I’ART.
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Figure 27 : Evolution de la susceptibilité des isolats K13-sauvages collectés au Cambodge de 2012 a
2019. Les points rouges sont les isolats considérés résistants a I’ART (seuil de résistance fixé a 1%). Les barres

correspondent a la moyenne ainsi que I'écart type de la moyenne des pourcentages de survie pour chaque
groupe.
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b) Evolution de la susceptibilité a I’ART de I'isolat INITIAL au cours de la dérive en culture

La souche INITIALE correspond au premier RSA%3" effectué aprés adaptation de I'isolat frais prélevé
du patient. L’échantillon INITIAL était K13-C580Y, monoclonal, et présentait un taux de survie en RSA

de 37%.

L’échantillon DERIVE obtenu a la fin de la période d’adaptation de 242 jours sans exposition a la drogue
présentait toujours la mutation K13-C580Y, mais présentait un taux de survie de 0,64% (inférieur au
seuil de résistance a I’ART). La baisse de susceptibilité de la souche INITIALE a la DHA a été tres rapide

pendant les deux premiers mois de culture, puis plus lente ensuite.

Dés les premiéres expositions a 700 nM de DHA (a partir du jour 221), la tolérance de I'isolat a I'ART a
augmenté jusqu’a atteindre 12% de survie apres deux mois sous pressions médicamenteuses
successives. Du jour 260 au jour 399 (dernier jour de culture), le taux de survie de la souche oscillait
entre 10 et 15%. La susceptibilité a la DHA de la souche PRESSION (au dernier jour de culture) était de

11% en RSA (figure 28).
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Figure 28 : Evolution de la susceptibilité de I'isolat INITIAL a I’ART pendant la dérive en culture. La
souche INITIALE a été cultivée pendant 221 jours en "absence de DHA (ligne noire), puis pendant 178 jours sous
expositions répétées d’ART (700 nM de DHA pendant 6 heures), suivant le protocole du RSA®3" (ligne rouge). La
présence de la mutation K13-C580Y a été vérifiée pour les souches INITALE, DERIVE et PRESSION (étoile).
L’évolution de la susceptibilité a la DHA a été mesurée environ tous les mois par RSA%3" au cours de la dérive en
culture (points noirs) et de la mise sous pression (carrés rouges).
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c) Enrichissement des souches INITIALE, DERIVE et PRESSION au stade ring 0-3h p.i.

Une suspension de rings 0-3h p.i a été préparée pour les souches INITIALE, DERIVE et PRESSION ainsi
gue pour un isolat cambodgien controle K13-sauvage. Cette suspension a été enrichie en globules
rouges infectés par lyse a la SLO. La parasitémie en ring 0-4h p.i obtenue apres enrichissement pour
la souche controle K13-sauvage était de 48%. Les parasitémies obtenues pour les souches INITIALE,
DERIVE et PRESSION étaient respectivement de 42, 71 et 67% (figure 29). Quelques gamétocytes qui
n’ont pas pu étre éliminés au cours des différentes étapes d’enrichissement ont été observés dans
chacune des cultures. Cependant, leur proportion était inférieure a 1%. La proportion de globules

rouges infectés par plusieurs rings était d’environ 50% pour chaque condition.
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Figure 29 : souche PRESSION aprés enrichissement a la SLO.

d) Susceptibilité des souches INITALE, DERIVE et PRESSION apreés enrichissement

Les cultures obtenues ont été exposées a 700 nM de DHA ou DMSO pendant 6 heures, sans dilution
préalable (figure 30). Afin d’évaluer I'impact des étapes d’enrichissement sur la susceptibilité des
parasites a I’ART, un RSA®3" 3 été réalisé en paralléle pour chaque culture enrichie ajustée 3 1% de
parasitémie par ajout de globules rouges non-infectés. Les taux de survie des souches INITIALE, DERIVE

et PRESSION en RSA®3"étaient respectivement de 40%, 4,4% et 22,4%. Les taux de croissance (rapport
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des parasitémies DMSO / avant exposition x100) des souches INITIALE, DERIVE et PRESSION étaient

respectivement de 3,58%, 3,53% et 7,15%.

INITIAL DERIVE PRESSION
- -
DMSO P :
. Parasitevivant . &t i
DHA Parasite mort =

Figure 30 : Susceptibilité des parasites a la DHA apreés enrichissement, évaluée par RSA%®",

Aprés 6 heures d’exposition a la DHA, une suspension cellulaire non diluée a été préparée pour chaque condition
a été triée par la technique 10X genomics décrite dans la partie méthodes. En paralléle, cette méme suspension
enrichie a été diluée avec du sang frais afin de réduire la parasitémie a prés de 1%. Un RSA®3" a ensuite été
réalisé dans les conditions standard sur les souches INITALE, DERIVE et PRESSION.

e) Analyse transcriptomique aprés tri monocellulaire des souches INITIALE, DERIVE et

PRESSION

Aprés enrichissement a la SLO, les échantillons INITIAL, DERIVE et PRESSION ont été exposés a 6h de
DMSO ou DHA, puis analysés via la technique 10X genomics afin de séparer chaque cellule et d’en
séquencer le contenu en ARN. Une librairie de transcrits a ainsi pu étre créée, et différents groupes
de génes ont pu étre distingués pour chaque condition (figure 31-AB). Ces données sont préliminaires
et les analyses encore incompletes. Les données de I’échantillon contréle K13-sauvage n’ont pas été
présentées en raison de résultats non interprétables. Les analyses statistiques n’ont pas encore été
réalisées.

Six groupes de parasites ont été identifiés par étude transciptomique aprées traitement au DMSO ou a
la DHA. Tous les parasites exprimaient les génes du groupe 0 (rose) seulement apres exposition a la

DHA. Ce groupe semble donc étre associé aux parasites morts ou mourants.
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Des différences dans les groupes de génes exprimés par les souches INITIALE, DERIVE et PRESSION ont
aussi été observées. Si I'on prend en compte uniquement la condition DMSO, le nombre de parasites
du groupe 2 (vert foncé) a été fortement réduit par la dérive en culture, et augmenté de nouveau
aprés mise sous pression. Ce groupe semble donc étre associé a la résistance phénotypique a I’ART.
Les parasites DERIVE présentent un nouveau groupe de parasites (groupe 3, bleu), qui n’est quasiment
pas observé chez les parasites INITIAL et PRESSION. Les nombre de parasites du groupe 3 de

I’échantillon DERIVE semble également diminué aprés traitement a la DHA.

Une analyse préliminaire des mécanismes biologiques associés montre que le groupe 3 contient des
parasites exprimant des génes associés au métabolisme des médicaments, ainsi que des génes
associés a la phosphorylation (résultats non présentés). Il est cependant impossible de proposer une

interprétation construite a ce stade de I'analyse.
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Figure 31: A. Visualisation par réduction dimensionnelle des différents groupes de parasites des
souches INITIALE, DERIVE et PRESSION aprés 6 heures de traitement au DMSO ou DHA — données
préliminaires. UMAP : Uniform Manifold Approximation and Projection. B. Expression relative de
chaque groupe (en nombre et proportion de parasites).
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3. Discussion
Cette étude a été réalisée dans le but de mieux comprendre I'implication de génes additionnels a K13

ans la résistance a .
d | t I’ART

La présence d’isolats K13-sauvages résistants a ’ART au Cambodge démontre que le phénotype de
résistance a I’ART n’est pas exclusivement associé a des mutations dans le gene K13. Ces isolats ont
été observés dans une faible proportion (<5%), et présentaient pour la majorité un RSA inférieur a
10% de survie. Des souches K13-sauvages résistantes a I’ART avaient déja été observées dans une

précédente étude au Cambodge, dans une proportion et un niveau de résistance similaires (140).

Ces souches n’étaient pas associées a des échecs au traitement, bien qu’un tiers d’entre elles
présentaient une amplification du géne Pm2 ou Mdrl. Leur sous-représentation ne permet pas

d’analyser la relation génotype-clinique avec précision.

Cette étude prouve néanmoins que la résistance a I’ART sans mutations dans le géne K13 est possible.
Le séquengage du génome complet des six échantillons K13-sauvages résistants est en cours
d’analyse. Il sera comparé a celui d’isolats K13-sauvages sensibles afin d’identifier des modifications
génétiques potentiellement impliquées dans la résistance a I’ART. Une analyse phylogénétique

permettra de déterminer si ces parasites proviennent d’un groupe de parasites K13-sauvages distinct.

L’expérience de dérive-pression d’un isolat K13-C580Y a aussi permis de confirmer I'implication
d’acteurs additionnels a K13 dans la résistance a I’ART. Cette longue période d’adaptation en culture
a conduit a la perte du phénotype de résistance a I’ART de cet isolat. Ce phénomeéne avait déja été
décrit pour plusieurs antipaludiques incluant la DHA (275). La mutation C580Y dans le géne K13 a en
revanche été conservée par l'isolat pendant toute la durée de I'expérience, montrant une stabilité
importante de ce génotype. De précédentes études ont démontré un co(t important de la résistance
associée a la mutation C580Y sur le fitness des parasites (276,277). La perte du phénotype de
résistance a aidé le parasite a réduire ce co(t afin de faciliter sa croissance (comme le montre

I"augmentation du taux de croissance parasitaire entre les souches INITIALE et PRESSION).
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L’exposition de la souche DERIVE a la DHA a conduit a un regain rapide du phénotype de résistance.
Pour un méme profil K13 et un méme fond génétique, les variations de susceptibilité a I’ART de cet
échantillon étaient donc treés importantes. Cela suggére I'implication de mécanismes de régulation

génétiques et possiblement épigénétiques, faisant intervenir ou non le géne K13 en amont.

Notre étude vise a compléter I'important travail déja effectué pour décrire le transcriptome des
parasites résistants a I’ART par techniques conventionnelles (études d’association pangénomiques
(GWAS) et études d’association transcriptomiques (TWAS)). Rocamora et al. avaient aussi adopté une
stratégie de culture au long terme, mais dans une logique inverse, en induisant la résistance de la
souche 3D7 en culture. Cette étude avait identifié une surexpression de genes impliqués dans les
mécanismes de réparation (Unfolded Protein Response (UPR)) et dans la réponse au stress oxydatif
des parasites devenus résistants, en I'absence de mutation dans le gene K13 (123). Ces résultats
concordaient avec une précédente étude transcriptomique effectuée sur des parasites collectés dans
la région du Grand Mékong, ayant aussi identifié I'importance de ces voies biologiques dans la
résistance a I’ART (124). Plus récemment, les niveaux de transcription de 325 génes ont été identifiés
comme étant associés a la résistance a I’ART de parasites collectés dans la région du Grand Mékong

(270).

Le cycle de dérive-pression a permis d’obtenir trois souches de méme fond génétique, mais présentant
des niveaux de résistance a I’ART significativement différents. La comparaison des transcriptomes de
ces souches devrait apporter un éclairage important sur les mécanismes de régulation
transcriptionnelle que subit une souche lorsqu’elle perd sa résistance, mais aussi sur la fagcon dont elle
la regagne apres remise sous pression. Nous avons pour cela utilisé la technique « 10X genomics »,
qui permet le séquencgage de nouvelle génération des transcrits présent dans une cellule individuelle
(single cell RNA sequencing). Cette méthode a I'avantage d’étre hautement résolutive et capable
d’identifier des différences minimes entre populations cellulaires, ou bien encore des populations

cellulaires rares. Le protocole technique adapté a notre problématique a été validé. Le nombre de
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cellules collectées, ainsi que la qualité des ARN et des séquences obtenues étaient satisfaisants. Les
genes potentiellement impliqués dans cette régulation sont en cours d’identification. Les candidats

pourront par la suite étre comparés a ceux identifiés au cours de précédentes études (123,124,270).

Aprés analyse préliminaire des séquences ARN des souches INITIALE, DERIVE et PRESSION exposées
ou non alaDHA, six groupes de parasites ont pu étre identifiés. L’exposition a la DHA semblait moduler
la répartition de ces groupes, pour les trois souches testées. Des différences de proportions au sein
de ces différents groupes ont aussi pu &tre observées entre les souches INITIAL, DERIVE et PRESSION

exposées au DMSO.

L’analyse est maintenant orientée vers I'identification de modifications impliquées dans la perte de la
résistance a I’ART entre les souches INITIALE et DERIVE. Les souches INITIAL et PRESSION semblent
présenter un transcriptome similaire, puisqu’elles présentent un phénotype résistant a I'ART.
Toutefois, la souche PRESSION (RSA = 10-20%) n’a jamais regagné la résistance de la souche INITIALE
(RSA = 30-40%). Cette observation peut s’expliquer par un colt trop important d’un niveau de
résistance élevé sur la croissance parasitaire. L'analyse transcriptomique en cours devrait permettre

d’observer par quels mécanismes biologiques les parasites adaptés réduisent ce co(t biologique.

Si un ou plusieurs génes venaient a étre identifiés, il serait intéressant de les comparer avec les genes
potentiellement impliqués dans la résistance des parasites K13-sauvages. |l serait aussi pertinent de
mesurer |'expression de ces génes par gPCR pour d’autres parasites collectés au Cambodge mais aussi
en Afrique. Leur association avec la résistance a I’ART devra ensuite étre confirmée par édition du

génome (modification de ces génes candidats par CRISPR-Cas9 par exemple).
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Conclusion générale
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P. falciparum co-évolue avec 'Homme depuis environ 50000 ans (278). En interagissant avec ses hotes
(Homme et anophéle), le parasite est exposé a de nombreuses pressions environnementales (systeme
immunitaire, compétition entre parasites, pression médicamenteuse, etc.). Sa survie et sa
transmission nécessitent par conséquent un remodelage constant de son génome, lui permettant

d’acquérir de nouveaux traits biologiques.

En Asie du Sud-Est, une faible biomasse parasitaire a été massivement exposée aux thérapies
antipaludiques depuis pres d’un siecle. En conséquence, le parasite a développé des résistances a une
longue liste de traitements, incluant les CTA. Le Cambodge est I'épicentre de I'émergence de ces
résistances probablement en raison d’'une combinaison de facteurs (forte exposition aux
antipaludiques, grande majorité de souches monoclonales, hémoglobinopathies, taux de mutations
important...). L’élimination de P. falciparum est envisageable en Asie du Sud-Est, néanmoins la
problématique des résistances pourrait rendre cet objectif inatteignable. Il est donc absolument

nécessaire de mettre en place des stratégies de surveillance et d’élimination des résistances.

Nous avons montré que I'utilisation récente de I’AS-MQ au Cambodge a conduit a I'émergence de
parasites résistants a cette combinaison, au détriment des parasites résistants a la DHA-PPQ qui
tendent aujourd’hui a disparaitre. Malgré une efficacité encore satisfaisante de I’AS-MQ, un
changement rapide des politiques de traitement pourrait permettre de limiter la sélection des clones

résistants, portant ainsi le coup de grace au peu de parasites persistant au Cambodge.

Un rare profil de parasites « triple-mutants » doublement résistants a la PPQ et MQ identifié au
Cambodge a aussi été décrit. Les deux mécanismes de résistance étant antagonistes, ce degré de

multi-résistance souligne I'extréme capacité d’adaptation de P. falciparum.

Afin de ne pas laisser s’installer de tels profils de résistance, il est important de renouveler
régulierement le panel de molécules utilisées. L'AS-PYR semble a I'heure actuelle et parmi les

nouvelles combinaisons testées la seule en mesure de remplacer ’AS-MQ. L’AS-PYR est cependant
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utilisé depuis 2017 au Cambodge et il nest pas exclu que des clones résistants a cette combinaison

existent déja. Il est donc nécessaire de poursuivre le développement de nouvelles molécules.

De facon étonnante, I'utilisation massive de CTA en Afrique n’a pas encore conduit a I'émergence de
parasites résistants. L'excellente efficacité de la DHA-PPQ au Cameroun en est un bon exemple. La
densité parasitaire et les niveaux de transmission sont tels que la compétition entre parasites prévaut,
le co(it de la résistance sur leur croissance étant probablement désavantageux. Malgré I'absence de
résistance aux CTA en Afrique, il est nécessaire de poursuivre la surveillance afin d’identifier une
émergence indépendante, ou d’éviter une potentielle diffusion de parasites résistants de I’Asie vers

I’Afrique, comme ce fut le cas pour la CQ et la SP, entrainant des conséquences dramatiques en termes

de santé publique.

La meilleure compréhension du mécanisme de résistance a I"ART permettrait d’optimiser la
surveillance de la résistance aux CTA, notamment en Afrique. Nous avons montré que la résistance a
I’ART était possible en I'absence de mutation dans le gene K13. De plus, les mécanismes de régulation
conduisant a la variation des niveaux de résistance a I’ART semblent se mettre en place rapidement.
L'utilisation massive d’ART pourrait donc sélectionner des parasites résistants non-détectables via les
outils génétiques actuels. La découverte de nouveaux acteurs impliqués dans la résistance a I’ART par
« single cell RNA sequencing » pourrait élargir le panel de marqueurs diagnostiques, aujourd’hui limité

au gene K13.
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RESUME

Les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine (CTA) sont depuis vingt ans les médicaments
de référence pour le traitement du paludisme causé par Plasmodium falciparum. Les CTA se
composent de deux molécules antipaludiques : un dérivé d’artémisinine a action rapide et breve, et
une molécule partenaire a action plus lente mais prolongée. Leur mise en place globale a contribué a
la diminution drastique de la mortalité liée au paludisme.

La mondialisation des CTA a permis a de nombreux pays endémiques de tendre vers |'élimination du
paludisme. L'accomplissement de cet objectif se heurte cependant a I'émergence de résistances a
I'artémisinine et aux composés partenaires. Cette problématique est particulierement présente au
Cambodge, et s’étend maintenant a une grande partie de |’Asie du Sud-Est. La perte de |'efficacité des
CTA en Afrique aurait de lourdes conséquences en termes de santé publique, c’est pourquoi des
stratégies de surveillance des résistances doivent étre mises en place pour pallier a ce risque.

De précédentes études ont permis de mettre en place de nouveaux tests phénotypiques participant a
la découverte de marqueurs moléculaires de résistance aujourd’hui utilisés pour la surveillance de
I'efficacité des traitements. La premiére partie de ce travail a visé a mieux définir, en utilisant ces
outils, I'épidémiologie de la résistance de Plasmodium falciparum aux CTA en Asie et en Afrique. Nos
recherches se sont concentrées sur deux pays stratégiques : le Cambodge, pays a faible transmission
mais qui est I’épicentre de I'émergence des résistances aux composés antipaludiques, et le Cameroun,
pays a forte transmission d’Afrique centrale, dont la résistance aux CTA n’a pas encore été rapportée.
Dans une deuxieme partie, de nouvelles options thérapeutiques ont été testées cliniquement et/ou
in vitro sur des parasites multi-résistants isolés au Cambodge. Enfin, une troisiéme partie a étudié les
mécanismes de résistance a I'artémisinine additionnels aux polymorphismes du géne Kelchl3, en
associant culture in vitro a long terme et séquencage ARN de cellules individuelles.

L’ensemble des travaux présentés s’inscrit dans une stratégie de surveillance de la résistance aux
antipaludiques au Cambodge et au Cameroun. Les études épidémiologiques des résistances décrites
dans cette thése permettront de mieux adapter les traitements antipaludiques pour limiter la
sélection de parasites résistants dans ces deux pays. De nouvelles données concernant les
mécanismes cellulaires impliqués dans la résistance a I'artémisinine ont aussi été apportées. Parmi les
nouvelles options thérapeutiques testées, certaines étaient efficaces sur les parasites multi-résistants,
et pourraient remplacer les traitements de premiére ligne actuels en cas d’augmentation du nombre
d’échecs thérapeutiques au Cambodge.

Mots clés : Plasmodium falciparum, résistance, Combinaisons Thérapeutiques a base d’Artémisinine,
Cambodge, Cameroun, mécanisme, nouvelles options thérapeutiques.
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ABSTRACT

Artemisinin-based Combination Therapies (ACT) are the standard treatments for uncomplicated
Plasmodium falciparum malaria. ACTs are composed of two antimalarial molecules: a fast-acting
artemisinin derivative, and a long-acting partner drug. The global use of this efficient formulation has
enable to reduce malaria-related mortality by sixty percent over the last 20 years.

After ACT introduction, many endemic countries moved into the elimination phase of the disease.
However, parasite eradication is still being undermined by the emergence of parasite resistance to
artemisinin and partner drugs. Plasmodium falciparum resistance issue is particularly present is
Cambodia. The global spread of resistance to ACT would be a public health disaster. Therefore, new
resistance control strategies have to be set up. Those strategies include: i) a performant diagnosis of
resistance ii) the epidemiologic study of resistance iii) a better understanding of cellular mechanisms
involved in resistance and finally iv) new therapeutic options discovery.

Previous studies have designed new phenotypic assays to detect resistance, which helped to discover
molecular markers that are now used for global drug resistance surveillance. The first part of this work
aimed, using those tools, to better define the epidemiology of ACT resistance in Asia and Africa
focusing on two strategic countries: Cambodia, a low-transmission country, which is the epicentre of
drug resistance emergence, and Cameroon, a high-transmission country where resistance to ACT has
not yet been reported. The second part focused on testing of new antimalarial compounds, clinically
and/or in vitro, on multi-resistant parasites collected in Cambodia. Finally, the last part explored the
mechanism of artemisinin resistance using long term in vitro culture and Single Cell RNA sequencing.

The presented work is part of the global strategy for reduction of malaria prevalence. Through a better
understanding of the epidemiology of resistant P. falciparum in Cambodia and Cameroon, this work
helped to survey and adapt current treatments to avoid selection and spread of drug-resistant
parasites. Moreover, new interesting data on artemisinin resistance mechanism were also generated.
Among the new antimalarial compounds tested, some were efficient and could be considered as new
therapeutic options to replace the current first-line treatment in Cambodia in case of increasing
treatment failures.

Keywords: Plasmodium falciparum, resistance, Artemisinin-based Combination Therapies, Cambodia,
Cameroon, mechanism, new therapeutic options
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