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Lexique et abréviation

- ADN : (molécule) Acide Désoxyribonucléique.

- ARN : (molécule) Acide ribonucléique.

- ATP : (molécule) Adénosine triphosphate.

- DHA : (molécule) Dihydroartémisnine.

- DHFR : (protéine) Dihydrofolate reductase.

- DHPS : (protéine) Dihydropteroate synthetase.

- DID : Dormance induite par les drogues.

- DMSO : (molécule) Diméthylsulfoxide.

- Drogue : (anglosaxon) Petite molécule thérapeutique.

- EXP1 : (protéine) Exported protein 1.

- GTP : (molécule) Guanosine triphosphate.

- HRP2/3 : (protéine) Histidin-rich protein 2 / 3.

- H2O2 : (molécule) Peroxyde d'hydrogène.

- kDa : (unité de mesure) KiloDalton.

- NADH : (molécule) Nicotinamide adénine dinucléotide.

- OMS : Organisation mondiale de la santé.

- Pfcrt : (gène) Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance Transporter.

- Pfkelch13 : (gène) Plasmodium falciparum Kelch-13. 

- Pfmdr1 : (gène) Plasmodium falciparum Multidrugs Resistance.

- qPCR : (technique) Quantitative Polymerase Chain Reaction.

- RPMI : Roswell Park Memorial Institute Medium.

- RSA : (technique) Ring-Stage Survival Assay.

- SCS : Surnageant de Culture Stressée.

- TCA : Thérapies combinées à l'Artémisinine.

- TLR : (protéine) Toll-like receptor.

- UMI : Unique Molecular Identifier.

- WT : Wild-Type.
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Résumé

Plasmodium falciparum est l'agent pathogène responsable des formes les plus graves de paludisme.

P. falciparum a été responsable de 619 0000 décès et 247 millions de cas  de paludisme dans le monde en

2022. Le parasite possède un cycle de vie complexe qui se déroule chez les moustiques du genre Anopheles

et  les  hôtes humains. L'artémisinine et ses dérivés, associés à des  médicaments partenaires, constituent les

thérapies  combinées  à  base  d'artémisinine  (TCA)  et  sont  les traitements les  plus  efficaces  actuellement

disponibles. Malheureusement, depuis plus de 15 ans, des souches de P. falciparum originaire d’Asie du Sud-

est présentent une résistance partielle à l'artémisinine et  menacent les efforts de lutte contre le paludisme.

Cette résistance partielle a pu être associée à la présence de  mutations  au sein du  gène  Pfkelch13 mais

également  à  un  retard  de  croissance  (dormance) induit par  l’artémisinine,  permettant  à  une  partie  des

parasites de survivre à la drogue. Cette thèse  a pour objectif de mieux comprendre les mécanismes sous-

jacents à la résistance à l'artémisinine.  Elle s'articule autour  de trois axes incluant  la compréhension de

l’épidémiologie de la résistance en Afrique, l’amélioration des outils permettant de détecter la résistance et

l’étude des mécanismes moléculaires et cellulaires.

La première partie décrit l'émergence en Erythrée d'un double mutant Pfkelch13 résistant à l'artémisinine

grâce à la mutation R622I mais indétectable par les tests de diagnostic rapide car dépourvu des gènes Pfhrp2

et Pfhrp3. Ces données s'inscrivent dans un récent contexte d'émergence de la résistance de P. falciparum à

l'artémisinine à travers le continent africain et soulignent l'urgence de mettre en place de nouvelles stratégies

de contrôle.

Dans la seconde  partie de ce travail, une version optimisée du Ring-Stage Survival Assay, un outil de

diagnostic clé pour détecter les souches de P. falciparum résistantes à l'artémisinine, a été développée. Cette

optimisation du test permet la synchronisation simultanée de plusieurs souches de P. falciparum avec des

profils de croissance in vitro différents, permettant de réaliser en parallèle de manière fiable et reproductible,

des tests RSA sur plusieurs souches.

La troisième partie s'est concentrée sur l'étude de la dormance  induite  par  l'artémisinine  en tant que

mécanisme de résistance. Nous  avons  pu  mettre  en  évidence  des  changements  importants  dans  le

métabolisme des stades rings dormants, basés sur le catabolisme des acides aminés. 

De plus, nous avons pu faire la lumière sur l'inductibilité de la dormance, chez les parasites au stade ring, par

des signaux de stress extracellulaires libérés lors de la mort de parasites matures. 

Enfin,  des  données préliminaires d’analyse transcriptomique à l’échelle de l’individu a révélé l’existence

d’une  étonnante  diversité parmi  les stades rings  synchrones et  issus d'une  souche  clonale.  Finalement,

l'ensemble des données présentées ici suggèrent que la dormance est un mécanisme constitutif chez le stade

ring de  P. falciparum,  dépendant  de l'exposition à des signaux extracellulaire de nature et  concentration

inconnue, indépendant du génotype Pfkelch13. Nous sommes convaincus que ces travaux peuvent servir de

base au développement de  nouvelle  stratégie  thérapeutique, basée sur la perturbation des communications

extracellulaires du parasite, l'inhibition de  l'entrée en dormance et  le maintien du parasite dans un état de

susceptibilité à l'artémisinine.
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Abstract

Plasmodium falciparum is  the causative agent  of  the most  severe form of malaria.  In 2022,  the

disease was responsible for 619,000 deaths and 247 million cases worldwide. P. falciparum has a complex

life  cycle  in  the  mosquito  vector  and  in  the  human  host.  Artemisinin  and  its  derivatives  are  used  in

combination  with partner  drugs.  Artemisinin-based  combination  therapies  (ACT)  are  currently the  most

effective treatment available. Unfortunately, efforts to control malaria are threatened by mutations in the

Pfkelch13 gene of P. falciparum, which confer partial resistance to artemisinin. This resistance to artemisinin

is  also  associated  with  a  drug-induced dormancy phenotype,  which  allows  a  proportion  of  parasites  to

survive exposure to the drug.

This  thesis  focuses  on  artemisinin  resistance  and  drug-induced  dormancy  through  a  multidisciplinary

approach. It combines public health, technical optimisation and basic research.

As part of the public health work, we have detected the emergence of a new double mutant Pfkelch13-R622I

resistant to artemisinin in patients in Eritrea. This mutant is associated with deletions in the  Pfhrp2 and

Pfhrp3 genes,  reducing the performances of HRP2-based rapid diagnostic tests. These data highlight the

urgency of developing new control strategies in the context of the emergence of artemisinin resistance across

the African continent.

An optimised version of the Ring-Stage Survival Assay, the main diagnostic tool used to detect artemisinin-

resistant P. falciparum parasites, was developed. This optimisation allows the simultaneous synchronisation

of several  P. falciparum strains with different genetic backgrounds, thus enabling multiple RSA tests to be

performed in parallel in a reliable and reproducible manner.

Finally,  basic  research  focused  on  studying  drug-induced  dormancy  as  a  mechanism  of  artemisinin

resistance. We were able to demonstrate important changes in the metabolism of dormant ring stage parasites

based on amino acid catabolism. We have also shown that dormancy can be induced by extracellular stress

signals released by dying mature stage parasites. Finally, our data indicate that the synchronous early ring

stage of a clonal parasite population exhibits high transcriptional diversity. All the data presented suggest that

dormancy is a constitutive mechanism at  P. falciparum ring stage, mediated by extracellular signals of an

unknown nature and concentration, independent of  Pfkelch13 genotypes.  We are convinced this work may

provide a basis for developing a new therapeutic strategy based on interfering with the parasite's extracellular

communications.
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Partie I

Synthèse bibliographique et introduction générale
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1) Le paludisme: généralités et vue d'ensemble 

A) Biologie et cycle du parasite. 

Plasmodium  falciparum est  un  micro-organisme  eucaryote  unicellulaire  appartenant  à

l'embranchement  des  Apicomplexes,  découvert  en 1880 par  Alphonse Laveran  (Laveran,  1880).

C'est un parasite intracellulaire obligatoire de 1 à 20 µm, agent étiologique du paludisme et transmis

par les moustiques du genre Anopheles. P. falciparum possède un génome haploïde constitué de 23

mégabases réparties en 14 chromosomes pour un total de 5 300 gènes dont la majorité ont une

fonction inconnue ou putative (Gardner et al., 2002). Le parasite possède un cycle de vie complexe

(figure 1) se déroulant successivement dans le vecteur puis dans l'hôte humain ; respectivement

dans le foie et la circulation sanguine.

Durant  le  repas  sanguin,  le  moustique  injecte  par  sa  salive  des  sporozoïtes  dans  la  circulation

sanguine de l'hôte (Rosenberg  et al.,  1990). Ces sporozoïtes migrent jusque dans le foie, où ils

envahissent les hépatocytes. Le parasite s'y développe en trophozoïte puis en schizonte, et relâche

des mérozoïtes dans la circulation sanguine après multiplication asexuée et  lyse de l'hépatocyte

infecté (Mazier et al., 1985). Les mérozoïtes envahissent les érythrocytes, débutant le cycle sanguin

(Mazier et al., 1985). Le parasite passe par plusieurs étapes de développement intraérythrocytaires,

avec en premier lieu le stade ring durant les 20 premières heures. Durant le stade ring, le parasite

aménage le globule rouge par la mise en place de plusieurs structures caractéristiques telles que les

Knobs ou les structures de Maurer (Trager et al., 1966 ; Raventos-Suarez et al., 1985), permettant

respectivement la cytoadhésion à l'endothelium vasculaire et l'échange de protéines entre le milieu

extracellulaire, le cytoplasme du globule rouge et la vacuole du parasite (Raventos-Suarez  et al.,

1985 :  Lanzer  et al.,  2005).  Le ring mature en stade trophozoïte,  durant  lequel  la digestion de

l'hémoglobine  est  la  plus  intense  (Moore  et  al.,  2006).  La  digestion  de  l'hémoglobine  dans  la

vacuole digestive du parasite libère de l'hème, cofacteur ferreux hautement toxique sous sa forme

soluble  (Rosenthal  et  Meshnick,  1996).  L'hème  est  neutralisé  par  cristallisation  en  hémozoïne

inerte, visible par microscopie sous la forme d'un pigment brunâtre dans le cytoplasme du parasite

(Pagola et al., 2000). La multiplication de la quantité d'ADN marque le début du stade schizonte,

durant lequel de nouveaux mérozoïtes sont produits puis relâchés dans la circulation sanguine par

éclatement du globule rouge infecté. L'ensemble des étapes allant de l'invasion jusqu'à l'éclatement

du globule rouge dure en moyenne 48h (Trager et Jensen, 1976). Une partie des rings peuvent se

différencier en cellules sexués mâle (♂) et femelle (♀), nommés gamétocytes (Bruce et al., 1990).

Le prélèvement des gamétocytes par le moustique débute la partie du cycle se déroulant dans le

vecteur. La fusion des gamétocytes mâle (♂) et femelle (♀) produit un zygote au niveau du tube
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digestif du moustique, maturant en ookinète puis en oocyste (Beier, 1998). L'oocyste mature dans

les glandes salivaires et se différencie en sporozoïte, prêt à être injecté dans le flux sanguin de l'hôte

au prochain repas du moustique, terminant ainsi le cycle de P. falciparum. 

P. falciparum est donc un micro-organisme particulièrement complexe à appréhender, de par ses

nombreuses étapes de croissance, changements morphologiques et transcriptionnels spécifiques à

chaque stade (Kappe et al., 2001 ; Young et al., 2005 ; Smith et al., 2020). L'ensemble de la lutte

contre le paludisme consiste donc à interrompre le cycle du parasite en ciblant les différentes étapes

de développement, comme nous allons le voir dans la section suivante. 

Figure 1 : Cycle de vie de   P. falciparum

1) Cycle sexué (hôte: vecteur Anopheles), les gamétocytes (♂ et ♀) sont prélevés durant le repas

sanguin puis fécondent dans le tube digestif du moustique. Les sporozoïtes matures migrent dans les

glandes salivaires du vecteur.

2) Transmission des sporozoïtes par la salive du vecteur durant le repas sanguin, début du cycle

hépatique (hôte: humain)

3) Invasion des érythrocytes par les mérozoïtes issus de la multiplication hépatique du parasite. Les

parasites se multiplient de manière asexuée ou peuvent se différencier en gamétocytes mâles et

femelles.

Référence : figure adaptée de Maier et al., 2018 
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B) Aspect clinique du paludisme : distribution, pathologie et traitements

Distribution 
P. falciparum est distribué dans la majorité de l’hémisphère Sud de la planète (rapport de

l’OMS 2022 ; figure 2). Le parasite est présent en Afrique, en Asie du Sud-Est ainsi qu'en Amérique

du Sud. D'autres espèces de Plasmodium d'intérêt clinique telles que P. vivax,  P. ovale,  P. malariae

et P. knowlesi partagent également son aire de répartition (données OMS). Les espèces d'anophèles

vectrices pouvant varier d'une région du monde à l'autre (Sinka et al., 2012). Cette grande diversité

de vecteur ainsi que leur large distribution géographique exposent la moitié de la population globale

au paludisme et est l'objet d'une lutte anti-vectorielle intense (Rapport de l'OMS 2022). La majorité

des cas (95%) de paludisme à P. falciparum se retrouvent sur le continent africain, notamment en

Afrique subsaharienne (Rapport de l'OMS 2022) avec pour principal vecteur  Anopheles gambiae

(Sinka et al., 2012 ; Malaria Atlas Project). On dénombre 247 millions de cas et 619 000 morts du

paludisme pour l'année 2021, en augmentation par  rapport  aux années précédentes (Rapport  de

l'OMS 2022).  P. falciparum a néanmoins été éliminé avec succès dans plusieurs pays, comme la

Chine, l'Iran, la Turquie, le Salvador et la Malaisie, où aucun cas de paludisme n'a été détecté depuis

2019  (Rapport  de  l'OMS  2022).  La  diffusion  du  parasite  dépend  d'une  multitude  de  facteurs

biotiques, abiotiques et sociaux. Le premier facteur est la présence du vecteur, dépendante de la

densité en hôtes humain à proximité et de l'accès à l'eau comme site de ponte. En effet, la présence

des anophèles et la transmission du paludisme diminuent durant la saison sèche dans les pays sous

climat tropical (Coulibaly et al., 2013). Un autre paramètre jouant sur la présence du vecteur est la

température,  étroitement  impliquée dans le  développement  larvaire  du moustique (Christiansen-

Jucht  et al., 2014). Les principaux paramètres sociaux sont la stabilité géopolitique et les fonds

disponibles, jouant directement sur l'accès aux soins, au diagnostic, c'est-à-dire la qualité générale

de la prise en charge des patients (Rapport de l'OMS 2022). La distribution de P. falciparum reste

donc majoritairement médiée depuis le XXe siècle par des facteurs tels que la lutte anti-vectorielle,

la qualité du diagnostic, des soins (impliquant la découverte de nouvelles molécules thérapeutiques)

et  de  la  prise  en  charge  des  patients,  la  stabilité  géopolitique  des  pays  impaludés  et  dans  une

moindre mesure, des facteurs climatiques (Rapport OMS 2022 ; Gething et al., 2010).
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Figure 2: Situation globale de la distribution des cas de paludisme dans le monde en 2021.

Référence : Rapport de l'OMS 2022.

Pathologie

Le paludisme est une zoonose complexe ayant une symptomatologie dépendante du stade

des parasites infectant l'hôte. L'infection des hépatocytes par le parasite est asymptomatique pour le

patient  (figure 1),  bien que des cas  rares d'hépatite  grave aient  été  rapportés chez des  patients

impaludés  notamment  en  Inde  (Joshi  et  al.,  1986 ;  Kochar  et  al.,  2003).  C'est  durant  le  cycle

sanguin que le paludisme se déclare cliniquement, avec des symptômes tels qu'une fièvre modérée à

forte  (>39°C),  une  anémie  causée  par  la  lyse  des  érythrocytes  infectés  (pouvant  entraîner  des

complications comme la nécrose des tissus par manque d'oxygénation),  une splénomégalie,  des

céphalées et des myalgies (Rapport OMS 2022). La périodicité des fièvres palustres est causée par

la  libération  dans  la  circulation  sanguine  de  molécules  hautement  inflammatoire  comme

l'hémozoïne et des déchets métaboliques issus de la digestion de l'hémoglobine par le parasite au

moment de l'éclatement de l'érythrocyte infecté (Parroche et al., 2004 ; Dostert et al., 2009). Cette

inflammation est en outre induite par l’exposition des récepteurs TLR9 des macrophages et des

cellules dendritiques circulantes à l’ADN du parasite, associé à l’hémozoïne (Parroche et al., 2004).

Pour  les  cas  les  plus  graves,  le  paludisme  peut  évoluer  vers  une  forme  cérébrale  appelée
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neuropaludisme (Idro  et al., 2005). Cette forme de la maladie est provoquée par la rétention des

érythrocytes  infectés  dans  les  capillaires  sanguins  irriguant  l'encéphale.  En  effet,  par  les

modifications opérées par le parasite sur la membrane érythrocytaire, celui-ci est capable d'adhérer

à l'endothélium vasculaire, conduisant à l'obstruction des capillaires sanguin et causant la mort par

asphyxie des tissus en aval (Idro et al., 2005). La mortalité du paludisme est la plus élevée chez les

jeunes enfants (< 5 ans) et l'immunité développée à la suite de l'infection dépend grandement de

l'âge, du statut immunitaire et du taux de transmission de la zone géographique considérée (Rapport

OMS 2022 ; White et Watson, 2018 ; Rodriguez-Barraquer et al., 2018). Des stratégies de luttes ont

été  mises  en  place  par  l'OMS afin  de  diminuer  l'exposition  au  vecteur,  ainsi  que  des  moyens

préventifs et prophylactiques pour protéger les populations (Rapport OMS 2022).

Molécules antipaludiques

Les  traitements  contre  le  paludisme  sont  connus  depuis  des  millénaires,  par  l'usage  de

préparations thérapeutiques à base de plantes notamment (Alebie et al., 2017 ; Cock et al., 2019).

De nos jours, la science moderne a permis l'isolement et le développement de composés présentant

des  activités  antipaludiques,  devenant  partie  intégrante  de  notre  arsenal  thérapeutique.  Ces

molécules ciblent différentes étapes de développement du cycle parasitaire (figure 1) en s'attaquant

à des structures ou à des mécanismes cellulaires vitaux (voir tableau 1).

-  Les  4-aminoquinoléines  (chloroquine,  amodiaquine,  pipéraquine  et  pyronaridine)  et  les  aryl-

amino-alcools (quinine, méfloquine et  la luméfantrine) sont des familles de molécules ayant un

mode d'action similaire (peu décrit dans le cas de la luméfantrine). Les données de la littérature

décrivent leurs modes d'action comme de puissants inhibiteurs de la cristallisation de l'hème durant

le  stade trophozoïte  du cycle  sanguin (figure 1 ;  Slater  et  al.,  1992 ;  Combrinck  et al.,  2013 ;

Olafson et al., 2015 ; Sullivan et al., 2017). Cette inhibition de la cristallisation de l'hème provoque

la mort du parasite par l'accumulation d'hème libre toxique suite à la protéolyse de l'hémoglobine

dans la vacuole digestive. Toutefois, des études in vitro récentes révèlent que la chloroquine possède

la  propriété  d'interagir  avec  la  double  hélice  d'ADN  comme  agent  intercalant,  avec  des

conséquences cytotoxiques pour les cellules notamment en bloquant la réplication de l'ADN (Costa

et al., 2022). La méfloquine est un des principaux antipaludiques (Rapport de l'OMS 2022). Sa cible

est  le  stade  schizonte  du  cycle  sanguin,  mais  dont  le  mécanisme  moléculaire  est  actuellement

contesté. Une étude  in vitro suggère que la méfloquine cible spécifiquement le site catalytique à

activité GTPase localisé dans la sous-unité 80S des ribosomes du parasite, inhibant la synthèse des

protéines (Wong et al., 2017). Une autre étude, infirme ces résultats et indique que la méfloquine n'a
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aucune activité in vitro au niveau de la sous-unité 80S du ribosome et n'inhibe donc pas la synthèse

des  protéines  chez  P.  falciparum  (Sheridan  et  al.,  2018).  La  question  du  mode  d'action  de  la

méfloquine reste donc ouverte.

-  La  primaquine  (8-aminoquinoléine)  est  utilisée  pour  l'élimination  des  stades  hépatiques.  La

molécule  est  réduite  par  la  P450  NADH-oxydoréductase  humaine,  libérant  du  peroxyde

d'hydrogène H2O2 comme sous-produit de la réaction (Camarda et al., 2019). Cette libération de

H2O2 provoque un stress oxydatif létal pour les stades hépatiques.

- Les molécules appartenant aux sulfadoxines et aux pyriméthamines sont des antifolates importants

en raison de leur efficacité contre les parasites résistant à la chloroquine, ainsi que leur innocuité

chez la femme enceinte (Peters  et al., 2007). Ces antifolates inhibent la dihydrofolate réductase

(DHFR)  et  la  dihydroptéorate  synthétase  (DHPS),  enzymes  de  P.  falciparum clés  dans  le

métabolisme des folates, responsables de la biosynthèse des acides nucléiques (Peterson et al., 1988

; Basco et al., 1995).

- L'atovaquone est un antipaludique agissant sur la mitochondrie du parasite. La molécule bloque

sélectivement  le  cytochrome  bc1 de  la  chaîne  respiratoire,  inhibant  in  fine la  synthèse  d'ATP

(Mather  et al., 2005). L'atovaquone entraîne donc un arrêt létal du métabolisme énergétique du

parasite.

-  L'artémisinine  et  ses  dérivés  (artésunate,  dihydroartéminsinine  et  artéméther)  sont  des

antipaludiques puissants à action rapide et temps de demi-vie court. Leur utilisation conjointe avec

une drogue partenaire à demi-vie longue constitue le principal traitement recommandé par l'OMS,

nommée thérapie combinée à base d'artémisinine (TCA) (Rapport de l'OMS 2022 ; Nosten et White

2007, figure 3). L'artémisinine est chimiquement activée par oxydation via l'hème libéré durant la

digestion de l'hémoglobine, et provoque l'alkylation non-spécifique des biomolécules du parasite

comme les lipides, les protéines ou encore l'ADN (Ying-Zi et al., 1994 ; Klonis et al., 2011 ; Wang

et al., 2015). Ce mode d'action particulier permet à l'artémisinine d'éliminer rapidement l'ensemble

des stades sanguins du parasite et cette propriété fait donc des TCA le traitement le plus efficace

actuellement disponible (Rapport OMS 2022).

En dépit des avancées significatives réalisées en matière de lutte contre le paludisme lors de ces

dernières décennies, l'émergence de résistance contre les antipaludiques est un problème critique

dans la stratégie de lutte globale mise en place par l'OMS et fait l'objet d'une recherche intense. 
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Pyronaridine

Figure 3 : Principaux antipaludiques employés dans les thérapies combinées à l'artémisinine.

Dérivés de l'artémisinine : DHA (Dihydroartémisinine) ; Artéméther et Artésunate.

Drogue partenaire : Luméfantrine ; Méfloquine ; Amodiaquine ; Pipéraquine ; Chloroquine ;

Pyronaridine.

Référence : Adapté de Veiga et al., 2016

C) Émergence des résistances aux antipaludiques chez P. falciparum

Malheureusement, P. falciparum a acquis des résistances à la plupart des antipaludiques au

fil du temps en raison de leur usage en monothérapie, se propageant dans le monde et menaçant nos

efforts de lutte. Plusieurs mécanismes de résistances ont été découverts tels que l'acquisition de

mutations, la variation du nombre de copie de certains gènes ou encore des phénotypes d'arrêt de

croissance. Ces mécanismes de résistances sont détaillés dans cette section (voir tableau 1).

- La résistance à la chloroquine est dépendante de mutations au sein du gène Pfcrt, codant pour une

protéine fonctionnant comme une pompe à efflux dans la membrane de la vacuole digestive (Fidock

et  al., 2000).  Ces  mutations  permettent  à  la  protéine  de  pomper  la  chloroquine  de  la  vacuole
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digestive  vers  le  cytoplasme,  préservant  ainsi  la  réaction  de  cristallisation  de  l'hème durant  la

digestion de l'hémoglobine (Fidock et al., 2000).

- La résistance à la piperaquine est associée à des variations du nombre de copie des gènes codants

pour les plasmepsines 2 et 3, notamment au Cambodge (Witkowski  et al., 2017). Des mutations

dans le gène pfcrt ont également été rapportées sur des parasites au Cambodge, avec les mutations

H97Y, F145I, M343L et G353V associées à un phénotype de résistance à la pipéraquine (Duru et

al., 2015 ; Ross et al., 2018 ; Dhingra et al., 2019).

- L'amplification du nombre de copie du gène Pfmdr1 est également impliquée dans la résistance à

la méfloquine chez  P. falciparum (Wilson  et al., 1989 ; Price  et al., 2004). Plus récemment, des

mutations dans la sous-unité 80S des ribosomes du parasite ont été associées à une résistance à la

méfloquine in vitro (Wong et al., 2017). Cette résistance est due à des mutations localisées dans le

site d'interaction entre le ribosome et la méfloquine, empêchant la molécule de se lier à sa cible

(Wong et al., 2017). Ce mécanisme d'action doit cependant être démontré in vivo, sachant que des

études complémentaires ont infirmés l'implication de la méfloquine dans l'inhibition de la synthèse

des protéines in vitro (Sheridan et al., 2018).

-  La  résistance  à  l'atovaquone  est  médiée  par  des  modifications  structurales  de  la  cible  de  la

molécule, le cytochrome bc1 mitochondrial du parasite (Srivastava et al., 1999 ; Korsinczki et al.,

2000 ; Fisher et al., 2012). Ces modifications sont causées par des mutations localisées sur le site

d'interaction de l'enzyme, réduisant l'affinité du cytochrome  bc1 pour l'atovaquone, préservant le

potentiel de membrane mitochondrial et la production d'ATP (Srivastava et al., 1999 ; Korsinczki et

al., 2000 ; Fisher  et al., 2012). La mutation Y268S réduit la stabilité du cytochrome  bc1 et son

affinité pour l'atovaquone, conférant un phénotype de résistance chez les parasites mutés (Fischer et

al., 2012).

- L'accumulation de mutations dans les gènes codants les enzymes DHFR et DHPS chez le parasite

sont associées à la résistance contre la sulfadoxine et la pyriméthamine (Cowman  et al., 1988 ;

Wang  et al.,  1997 ;  Plowe  et al.,  1997 ;  Nzila  et al.,  2000). La résistance est  obtenue par une

combinaison de mutations dans les enzymes DHFR et DHPS, avec notamment des doubles mutants

A437G et K540E pour la DHPS associés avec trois mutations dans DHFR sur les résidus S108N,

N51I  et  C59R  détectés  sur  des  parasites  au  Kenya  (Nzila  et  al.,  2000).  Les  modifications

structurales  provoquées  par  ces  mutations  dans  DHFR  et  DHPS  sont  localisées  dans  le  site

d'interaction  des  sulfadoxines  et  pyriméthamines,  réduisant  l'affinité  des  enzymes  pour  ces

molécules (Peterson et al., 1988).

- Enfin,  le premier cas de résistance à l'artémisinine chez  P. falciparum a été rapporté dans les

années 2000 en Asie du Sud-Est (Noedl et al., 2008 ; Dondorp et al., 2009), puis plus récemment en
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Afrique, notamment au Rwanda (Uwimana et al., 2020) et en Ouganda (Balikagala  et al., 2021).

Des mutations dans la région codante du domaine propeller du gène Pfkelch13 ont été directement

liées à un phénotype de résistance partielle à l'artémisinine, avec une sous-population de parasite

capable de survivre à l'exposition brève à l'artémisinine (Ariey et al., 2014 ; Straimer et al., 2015).

La mutation C580Y est la plus répandue au Cambodge, multipliant par un facteur 5 le taux de

survie du parasite après exposition à l'artémisinine en comparaison avec des parasites sauvages

Pfkelch13-WT (Straimer  et  al.,  2015).  Ce  phénotype  de  résistance  partielle  à  l'artémisinine  est

caractérisé par un délai de clairance parasitaire après traitement chez les patients ainsi qu'un retard

de croissance affectant la transition du stade ring au trophozoïte sanguin (Witkowski et al., 2010 et

2012). Ce phénotype de retard de croissance a été désigné comme étant une dormance induite par

les drogues (DID), et n'a été rapporté que chez le stade ring du cycle sanguin après exposition à

l'artémisinine, tandis que les stades avancés comme les trophozoïtes et les schizontes sont éliminés

(Witkowski et al., 2010). En tant que biomarqueur de la résistance à l'artémisinine, Pfkelch13 a été

étudié  extensivement  afin  d'en  caractériser  la  fonction  biologique ;  des  implications  ont  été

rapportés dans l'activation du protéasome (Tilley et al., 2016), la consommation de l'hémoglobine

(Yang  et  al.,  2019)  et  les  mécanismes  d'endocytoses  (Birnbaum  et  al.,  2020).  En  dépit  d'une

compréhension incomplète, il est actuellement suggéré que la résistance à l'artémisinine conférée

par les mutations dans  Pfkelch13 soit causée par une activation limitée de l'artémisinine via une

réduction de l'endocytose de l'hémoglobine depuis la cellule hôte (Birnbaum et al., 2020).

Tableau 1 : Liste des principaux antipaludiques, de leurs modes d'actions et marqueurs de

résistances associés (adapté de Ross et Fidock, 2019).
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Classe Nom Utilisation clinique Cible Marqueur de résistance

Endopéroxydes

4-Aminoquinoléines

Chloroquine

Amodiaquine Drogue partenaire TCA

Pipéraquine Drogue partenaire TCA

Pyronaridine Drogue partenaire TCA Inconnu

Aryl-Amino-Alcool
Quinine

Luméfantrine Drogue partenaire TCA
Méfloquine Drogue partenaire TCA

Antifolates
Proguanil

Naphtoquinones Atovaquone

8-Aminoquinoléines

Primaquine Inconnu Inconnu

Tafenoquine Inconnu Inconnu

Artémisinine, 
Dihydroartémisinine, 

Artésunate et Artéméther

Traitement de première 
intention (TCA), traitement du 

paludisme sévère

Pléiotropes, Alkylations 
non spécifique des 
protéines et lipides

Mutations dans Pfkelch13

Traitement du paludisme non 
falciparum

Inhibition de la 
détoxification de l'hème 

dans la vacuole digestive

Mutations dans pfcrt et 
pfmdr1

Amplification du nombre 
de copies des 

plasmepsines II et III, 
mutations dans pfcrt

Traitement du paludisme 
sévère

Potentielle inhibition de 
l'importation 

d'hémoglobine et 
détoxification de l'hème

Amplification dans pfcrt et 
pfmdr1

Pyriméthamine et 
Sulfadoxine

Usage en combinaison, 
traitement de prévention Inhibition du métabolisme 

des folates
Mutations dans dhfr et 

dhps

Usage en combinaison 
Atovaquone + Proguanil

Inhibition du transport 
d'électron dans la chaîne 

respiratoire mitochondriale
Mutations dans cytb

Traitement radical pour P. 
vivax et P. ovale, effet 
gamétocide chez P. 

falciparum

Traitement radical, effect 
gamétocide chez P. vivax et 

P. falciparum



Comme  revue  dans  cette  section,  la  résistance  aux  antipaludiques  est  un  événement

commun, basé sur des modifications génomique et/ou un phénotype de dormance. La lutte contre le

paludisme  reposant  sur  la  découverte  de  nouvelles  molécules  thérapeutiques  est  directement

menacée par l'émergence de ces parasites résistants. Ainsi, l'émergence et la diffusion des parasites

résistant à l'artémisinine, mutés sur Pfkelch13, représente un enjeu de santé publique majeur.

D) La protéine K13 et la résistance à l'artémisinine

Fonction(s) de la protéine K13

Le gène  Pfkelch13 localisé sur le chromosome 13 de  P. falciparum code pour la protéine

K13, constituée de 726 acides aminés (Coppée  et al., 2019). La structure tertiaire de la protéine

comporte une séquence N-terminale peu conservée et spécifique à P. falciparum, un domaine BTB

putatif ainsi qu'un domaine propeller en C-terminal (Coppée et al., 2019). La majorité des mutations

sur Pfkelch13 conférant la résistance à l'artémisinine se situent sur ce domaine propeller (Ariey et

al.,  2014 ;  Straimer  et al.,  2015).  La protéine K13 de  P. falciparum fait  l'objet  de nombreuses

recherches.  Sa  fonction  est  encore  vivement  débattue,  mais  des  études  récentes  suggèrent  une

implication de K13 dans plusieurs mécanismes cellulaires. Des recherches proposent que K13 soit

une protéine adaptatrice, permettant le recrutement par son domaine BTB des ubiquitines ligases E2

et E3, impliquées dans la réponse au stress et l'inhibition du protéasome (Tilley et al., 2016). Dans

ce modèle, K13 serait en interaction avec un facteur de transcription via son domaine propeller, qui

serait ubiquitiné et dégradé par le protéasome en condition physiologique ; en condition de stress, le

facteur de transcription est libéré, permettant l'expression de gènes impliqués dans la réponse aux

stress (Tilley et al., 2016). Une implication de K13 dans l'endocytose de l'hémoglobine depuis le

cytoplasme du globule rouge, a également pu être mise en évidence  in vitro (Yang  et al., 2019 ;

Birnbaum et al., 2020). En effet, le génotype Pfkelch13-C580Y conférant une résistance partielle à

l'artémisinine (Straimer et al., 2015) induit une diminution en quantité de protéine K13 disponible

ainsi qu'une endocytose de l'hémoglobine plus faible qu'une souche non mutée (Birnbaum et al.,

2020). De plus, une douzaine de protéines partenaires en interaction avec K13 ont pu être détectées

durant  le  processus  d'endocytose  de  l'hémoglobine,  suggérant  que  K13  serait  une  protéine

adaptatrice permettant la formation de ce complexe (Birnbaum et al., 2020 ; Gnädig et al., 2020 ;

Mok  et  al.,  2021).  Néanmoins,  le  rôle  des  mutations  dans  K13  conférant  la  résistance  à

l'artémisinine dans ces mécanismes cellulaires doit être élucidé. Une étude récente in silico suggère

que l'ensemble des mutations conférant la résistance à l'artémisinine se situeraient dans des sites

d'interactions protéine-protéine conservés au niveau du domaine propeller de K13 (Coppée et al.,

2019). Plus particulièrement, les mutations C580Y et R539T déstabiliseraient le domaine propeller
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de K13  in silico  (Coppée  et al., 2019). L'hypothèse est que cette déstabilisation de K13 par ces

mutations provoquerait une réduction en quantité de K13 fonctionnelle disponible pour le parasite,

diminuant  sa  capacité  à  endocyter  l'hémoglobine,  lui  conférant  alors  une  résistance  partielle  à

l'artémisinine (Yang  et al., 2019 ; Birnbaum et al., 2020). Ainsi, la fonction exacte de K13 reste

hypothétique et notre compréhension du lien fonctionnel entre le domaine propeller et la diversité

des mutations de Pfkelch13 présente chez les parasites résistants à l'artémisinine est limitée.

La diversité des génotypes de Pfkelch13 conférant la résistance à l'artémisinine

K13 est  le  principal  biomarqueur  de  la  résistance  à  l'artémisinine  (Ariey  et  al.,  2014).

Plusieurs génotypes aboutissant à la résistance à l'artémisinine ont été détectés chez  Pfkelch13 au

Cambodge, avec notamment les mutants C580Y; R539T; I543T; Y493H (Straimer  et al., 2015 ;

figure 4). Curieusement, chaque mutation confère un niveau différent de résistance à l'artémisinine

(exprimé par la proportion de parasites viables après exposition de 6 heures à 700 nM de DHA in

vitro), et contre-intuitivement, la mutation conférant le plus de survie à face à l'artémisinine, c'est-à-

dire la mutation Pfkelch13-I543T, n'est pas celle qui s'est le plus propagée (Straimer et al., 2015 ;

Ménard et al., 2016 ; Iwagami et al., 2018 ; figure 4). En effet, la mutation C580Y qui confère une

survie  modérée  du  parasite  en  comparaison  à  d'autres  mutations  (Straimer  et  al.,  2015)  s'est

rapidement propagée dans l'ensemble de l'Asie du Sud-Est (figure 4), suggérant l'existence d'un coût

en fitness de ces mutations pour le parasite. Par la suite, des travaux ont pu mettre en évidence que

les parasites résistants à l'artémisinine subissent des carences nutritionnelles, compensées par la

mise en place de mécanismes d'importations d'acides aminés depuis le sérum de l'hôte (Mesen-

Ramirez et al., 2021). La sélection d'un mutant  Pfkelch13 résistant à l'artémisinine implique donc

un équilibre entre le coût en fitness d'une mutation donnée, et la capacité du parasite à survivre. En

Afrique, les mutants résistants porteurs des mutations R561H (Rwanda) ainsi que C469Y et A675V

(Ouganda) ont été détectés et confirmés comme étant d'origine locale et non pas importés d'Asie

(Uwimana et al., 2020 ; Balikagala et al., 2021), indiquant la capacité inquiétante de P. falciparum à

résister à l'artémisinine quel que soit son origine.

En dehors des études cliniques, la surveillance génomique des génotypes Pfkelch13 et le Ring Stage

Survival  Assay  (RSA)  font  partie  des  outils  de  diagnostic  développés  pour  la  détection  et  la

validation de la résistance à l'artémisinine chez P. falciparum.
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Figure 4: Carte de la distribution des mutations au sein du gène Pfkelch13 conférant la résistance à

l'artémisinine, en Asie du Sud-Est.

Référence : Ménard et al., 2016

Le Ring-stage Survival Assay (RSA) comme outil de détection in vitro des souches résistantes à

l'artémisinine.

Dans  un  contexte  de  diffusion  des  parasites  résistant  à  l'artémisinine,  la  détection  des

souches mutées est un élément central dans la lutte contre le paludisme. Le Ring-stage Survival

Assay (RSA) a été mis au point pour répondre à ce besoin, il s'agit d'un test  in vitro consistant à

comparer l'exposition durant 6h à des doses cliniques d'artémisinine (700 nM) de parasites au stade

ring (0-3h après invasion) avec des parasites non-exposés (Witkowski et al.,  2013). Le taux de

survie des parasites est mesuré par microscopie à 72h post exposition à l'artémisinine, et comparé

au taux de survie des parasites non-exposés. On considère une souche comme étant résistante à

l'artémisinine si le taux de survie RSA est supérieur à 1%. Ainsi, le test RSA permet de mesurer

efficacement la susceptibilité à l'artémisinine d'une souche donnée et par extension, de valider si

une mutation au sein du gène Pfkelch13 confère la résistance (Witkowski et al., 2013). Depuis, le
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test RSA a été décliné en plusieurs variantes, faisant appel à des techniques comme la qPCR pour

mesurer le taux d'accroissement entre parasites traités ou non traités à l'artémisinine (Davis et al.,

2020)  ou  encore  la  cytométrie  en  flux  pour  s'affranchir  des  comptages  par  microscopie

(Amaratunga et al., 2014).

Cependant,  le RSA présente plusieurs limites.  La mise en place du RSA nécessite de connaître

précisément  le  temps  de  progression  du  cycle  sanguin  de  la  souche  testée  afin  d'obtenir  des

schizontes  matures  en  quantité  suffisante.  Cela  représente  un  problème  important  car  il  a  été

démontré que le temps de progression dans le cycle sanguin varie significativement d'une souche à

l'autre, pouvant aller de 36 à 54 heures (Smith et al., 2020 ; Wockner et al., 2020). Cela rend donc

l'application du test RSA difficile quand plusieurs souches sont testées simultanément. De plus, le

RSA mesure le taux de survie des parasites sur la base d'une seule exposition à l'artémisinine, alors

que le traitement TCA donné chez l’homme s’étale sur 3 jours et que le parasite est exposé à 3

doses successives. Les taux de survie mesurés par le RSA ne permettent donc pas d’établir si la

souche testée est capable ou non de survivre in vivo en condition réelle. Enfin, le taux de survie que

mesure le RSA chez une souche résistante à l'artémisinine peut varier de manière significative en

fonction  du  fond  génétique  pour  une  même  mutation  dans  Pfkelch13 (Stokes  et  al.,  2021),

démontrant l’implication de facteurs additionnels dans la survie des parasites.

Le phénotype des mutants K13 résistant à l'artémisinine

Le phénotype des parasites résistant à l'artémisinine se caractérise chez les patients par un

délai de clairance des parasites au cours des 3 jours de traitement (Noedl et al., 2008 ; Dondorp et

al., 2009). Classiquement, l'artémisinine élimine rapidement les schizontes et les trophozoïtes, car

l'activation  de  la  drogue  par  l'hème  est  la  plus  importante  du  fait  de  la  digestion  intense  de

l'hémoglobine durant ces stades (Moore et al., 2006). Il a été mis en évidence la capacité des stades

ring  à  stopper  temporairement  leur  croissance  en  réponse  à  l’exposition  à  l’artémisinine.  Ce

phénotype d'arrêt de croissance des stades ring est possiblement associé à une recrudescence des

parasites, jusqu'à plusieurs semaines à l’exposition à la drogue (Witkowski et al., 2010 ; Teuscher et

al., 2010). Il a également été rapporté que les parasites mutants K13 ont un délai de transition du

stade ring au stade trophozoïte plus long que chez les souches sauvages, possiblement causé par une

endocytose réduite de l'hémoglobine (Birnbaum et al., 2020 ; Mok et al., 2021).
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2) La dormance induite chez P. falciparum

A) La dormance comme stratégie de survie

La  première  observation  de  la  dormance  remonte  à  1944,  sur  des  bactéries  du  genre

Staphylococcus aureus ayant un phénotype décrit comme un arrêt de croissance à la suite d’une

exposition  à  un  antibiotique,  la  pénicilline  (Bigger  1944).  La  dormance  est  définie  comme un

phénotype  d'arrêt  de  croissance  temporaire  et  réversible  d'un  organisme  lorsque  les  conditions

environnementales sont défavorables. La dormance est une stratégie ubiquiste dans le vivant et a été

décrite dans de nombreux modèles, comme les plantes avec la germination des graines (Li et Foley,

1997 ; Soltani et al., 2021) ; la sporulation et la persistance chez les bactéries et les champignons

(Bigger 1944 ; Cochrane 1974 ; Tommerup 1983 ; Lewis 2010) ; la diapause chez les insectes

(Diniz  et al.,  2017) ou encore la quiescence cellulaire dans les modèles de cellules souches ou

cancéreuses (Li et Bhatia 2011 ; Recasens et Munoz 2018). Ces phénotypes possèdent une grande

diversité  sémantique,  avec  l'emploi  de termes variés  comme dormance ;  latence  ;  quiescence ;

hibernation ; persistance ou encore diapause, utilisés pour décrire un arrêt de croissance temporaire

chez  un  modèle  particulier.  Néanmoins,  nous  nous  cantonnerons  ici  à  l'usage  des  termes

"dormance" et "arrêt de croissance temporaire" par soucis de clarté.

La  dormance  se  caractérise  donc par  un  arrêt  de  croissance  d'une  durée  variable,  entre

plusieurs jours à plusieurs semaines, selon le modèle biologique considéré. Chez les bactéries, un

environnement  appauvri  en  nutriments  déclenche  une  réponse  cellulaire  dans  une  partie  de  la

population, qui entre en dormance jusqu'à la levée du stress nutritif afin de préserver la population.

(Kaprelyants  et al., 1993 ; Kim et al., 2022). Dans le cas des plantes, la levée de dormance des

graines n'est réalisée que lorsque les conditions physico-chimiques du sol deviennent favorables,

déclenchant la germination (Née  et al., 2017). Contre-intuitivement, la dormance n'implique pas

qu'un ralentissement du métabolisme ou des processus biologiques, mais également un changement

du profil transcriptionnel, distinct de la population générale (Lemons  et al.,  2010 ; Vega  et al.,

2012 ; Keroack et Duraisingh, 2022). Ces données indiquent donc que la dormance est une réponse

induite  de  l'organisme  à  la  suite  de  signaux  détectés  dans  l'environnement,  entraînant  un

changement de l'état transcriptionnel d'une partie de la population. Ce mécanisme de survie permet

ainsi le maintien dans l'environnement sur de longues périodes d'individus dans un milieu donné.

Chez  les  Apicomplexes,  la  dormance  a  été  décrite  chez  Toxoplasma gondii, capable  de

différencier une partie de sa population en bradyzoïtes, des cellules enkystées capable de survivre

sur de longues périodes dans l'hôte humain (Lyons et al., 2002). On retrouve également des formes

dormantes  chez  P.  vivax ou  encore P.  cynomolgi  sous  forme  d'hypnozoïtes  hépatiques,  mais

également dans d'autres espèces de  Plasmodium (tableau 2), constituant un réservoir durable de
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parasites chez l'hôte (Krotoski et al., 1985 ; Deye et al., 2012 ; Pasini et al., 2017). Dans le cas de P.

falciparum, la dormance est principalement décrite au stade ring (Witkoswki et al., 2013 ; tableau

2).  Ainsi,  la  dormance constitue  une stratégie  de survie  capable  de maintenir  durablement  une

population  d'individus  dans  un  milieu  défavorable.  Dans  le  cas  d'agents  infectieux  comme  P.

falciparum, la dormance permettrait l'échappement au système immunitaire de l'hôte ainsi qu’une

tolérance aux antipaludiques (Teuscher et al., 2010 ; Peatey et al., 2020).

Tableau 2 : Phénotype de dormance décrit chez Plasmodium.

Espèce
Dormance

décrite ?
Hôte Stade Référence

P. falciparum Oui Humain
Oocyste (vecteur) ; Ring (stade

sanguin)

Witkoswki 2013 ; 

Habtewold 2021
P. vivax Oui Humain Hypnozoïte (stade hépatique) Krotoski 1985

P. berghei Oui Rongeur Oocyste (vecteur) Habtewold 2021
P. cynomolgi Oui Primate Hypnozoïte (stade hépatique) Deye 2012 ; Pasini 2017

P. knowlesi Non décrit
Primate & 

Humain
-------------------- --------------------

P. malariae Non décrit Humain -------------------- --------------------

P. ovale Suspectée Humain
Possiblement Hypnozoïte

(stade hépatique)
Richter 2010

P. chabaudi Non décrit Rongeur -------------------- --------------------
P. yoelii Non décrit Rongeur -------------------- --------------------

P. vinckei Oui Rongeur Ring (stade sanguin) LaCrue 2011

B) La dormance induite des stades sanguins de P. falciparum

Découverte

Les recherches sur la dormance chez  P. falciparum sont relativement récentes. L'existence

de stades sanguins capables de dormance a été rapportée pour la première in vitro en 1995 sur des

cultures sensibles à la pyriméthamine et recrudescentes après traitement (Nakazawa et al., 1995).

Ces  observations  aboutirent  à  la  conclusion  qu'il  existe  dans  la  population  générale  de  P.

falciparum, une sous-population de parasite capable de stopper temporairement leur croissance pour

survivre au traitement. Un argument supplémentaire était que ces parasites dormants conservent une

sensibilité au traitement après leur réveil, indiquant l’absence de sélection d'un quelconque mutant

résistant  (Nakazawa  et  al.,  1995).  Ces  observations  in  vitro furent  reproduites  en  contexte

d'exposition à l'artémisinine, révélant des stades rings en arrêt temporaire de croissance et reprenant

leur cycle immédiatement après la levée du stress (Teuscher et al., 2010 ; Witkowski et al., 2010 et

2012). Ce phénotype d'arrêt  de croissance fût plus tard considéré comme étant une cause sous-

estimée de recrudescence et d'échec thérapeutique chez les patients traités par TCA , montrant que

l'étude de la dormance induite est un champ de recherche aux implications cliniques considérables
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(Teuscher et al., 2010 ; Peatey et al., 2020).

Phénotype, durée de dormance et détection

La DID a été décrite comme un ralentissement du stade ring dans sa progression dans le

cycle sanguin, avec un retard pouvant aller jusqu'à 24h sous pression à l'artémisinine (Witkowski et

al., 2012). D'autres études, ont montré des temps de dormance pouvant aller jusqu'à plusieurs jours,

voire plusieurs semaines (Teuscher et al., 2010 ; Cheng et al., 2012 ; Grobler et al., 2014 ; Peatey et

al.,  2015 ;  Gray  et  al.,  2016 ;  Holmes  et  al.,  2017 ;  Reyser  et  al.,  2020 ;  Peatey  et  al.,  2020 ;

Connelly et al., 2021 ; Mok et al., 2021). Ces données diffèrent du phénotype de DID initialement

décrit, consistant en un arrêt temporaire de croissance du stade ring suivit d'une reprise immédiate à

la levée de la pression par l'artémisinine (Witkowski et al., 2012). Il est à noter que de nombreux

termes sont employés pour qualifier ces phénotypes d'arrêt de croissance chez le stade ring de  P.

falciparum, avec la dormance, la latence ou encore la quiescence (Chen et al., 2014 ; Holmes et al.,

2017 ; Reyser et al., 2020). Il est difficile d'établir si ces phénotypes ont une réalité biologique, où

s'il  s'agit  du  même  mécanisme  de  dormance  mais  sous  différentes  appellations.  De  plus,  la

comparaison des résultats de ces études sur la dormance est limitée par leurs différences dans les

variables expérimentales, comme les souches testées (fonds génétiques et génotypes Pfkelch13), la

synchronisation des parasites, la concentration d'artémisinine utilisée et la durée d'exposition, ou

encore les critères morphologiques employés pour dénombrer les parasites dormants. En effet, il

n'existe pas de critères morphologiques précis pour différencier un stade ring dormant d'un parasite

mort ou d'un autre stade ring, pouvant conduire à différentes interprétations durant l'examen par

microscopie. D'autres stratégies utilisant la fluorescence et la détection du potentiel de membrane

mitochondrial sont à l'étude quant à la détection des parasites en stade ring dormants par cytométrie

en flux, révélant que ces parasites conserveraient une activité mitochondriale (Peatey et al., 2015).

La détection des stades rings en dormance est par conséquent actuellement limitée en raison du

manque de biomarqueur spécifique.

Activité métabolique

Les parasites dormants  conservent  une activité  métabolique,  notamment au niveau de la

mitochondrie par le maintien du potentiel de membrane mitochondrial (Peatey et al., 2015), mais

également au niveau de l'apicoplaste (Chen et al., 2014). En effet, il a été rapporté que des parasites

sous pression d'artémisinine conservent un métabolisme actif  du pyruvate et  de la synthèse des

acides gras, avec une répression active du métabolisme de la glycolyse et du cycle de Krebs (Chen

et al., 2014). Ces données supportent l'idée que la dormance repose sur un métabolisme spécifique,
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distinct du métabolisme basal.

La dormance induite : principales questions et hypothèses

De  nombreuses  questions  sur  la  dormance  sont  encore  en  suspens,  notamment  sur

l'implication de Pfkelch13 dans la dormance. Aucun lien clair n'est établi entre DID et les mutations

de K13 conférant la résistance à l'artémisinine. Cependant, des parasites  Pfkelch13-WT exposés à

l'artémisinine  conservent  une  sous-population  de  parasite  survivant,  de  l'ordre  de  0,1-0,5%

(Straimer et al., 2015). Il est possible que la survie de ces parasites sensibles à l'artémisinine puisse

s'expliquer par la dormance, si l'on considère qu'il s'agit d'un mécanisme constitutif,  et non pas

acquis, comme les mutations dans K13.

La cinétique de la dormance chez  P. falciparum est mal connue, mais peut être divisée en trois

événements successifs : l'induction, le maintien et le réveil. Peu de travaux ont été menés chez P.

falciparum sur la cinétique de la dormance,  néanmoins,  des résultats  récents suggèrent que des

signaux extracellulaires pourraient moduler la durée de dormance du parasite (Duvalsaint et Kyle,

2018). Curieusement, l'acide gibbérellique et l'acide abscissique, deux phytohormones impliquées

dans la signalisation du stress chez les plantes, accélèrent le réveil des stades rings en dormance

jusqu'à  48h en  comparaison avec  l'artémisinine  seule  in  vitro (Duvalsaint  et  Kyle,  2018).  Ces

données mettent en évidence la nature modulable de la dormance par des signaux extracellulaires.

L'induction  de  la  dormance  reste  peu  documentée,  cependant,  la  dormance  semble  être  un

mécanisme mis en place uniquement par une sous-population de rings durant une exposition à la

DHA,  pour  une  raison  inconnue  (Witkowski  et  al.,  2012).  L'exposition  à  un  environnement

appauvri en acides aminés induit également un phénotype d'arrêt de croissance temporaire chez P.

falciparum (Babbitt et al., 2012), suggérant que ce phénotype serait provoqué par un environnement

défavorable au sens large. Ainsi, il est envisageable que la dormance puisse être une réponse induite

par l'environnement, potentiellement par l'intervention de signaux extracellulaires, mais cet axe de

recherche est actuellement peu exploré chez P. falciparum. 

La dormance induite chez P. falciparum est donc une stratégie de survie importante et d'un grand

intérêt clinique dans la lutte contre le paludisme mais pour laquelle nous n'avons, paradoxalement,

que peu de connaissances.

C) Des perspectives de mieux comprendre la dormance

La  dormance  représente  donc  un  mécanisme  de  résistance  à  part  entière,  dont  les

implications cliniques sont difficilement quantifiables du fait de la difficulté à détecter efficacement

les cellules en arrêt de croissance, notamment chez les porteurs asymptomatiques. Des recherches
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suggèrent que la fréquence des parasites en dormance est largement sous-estimée chez les patients,

et  serait  une  stratégie  de  maintien  dans  l'hôte  durant  la  saison  sèche  des  pays  endémiques  à

transmission  saisonnière  (Andrade  et  al.,  2020).  Ce  mécanisme  de  survie  permet  un  maintien

durable du parasite dans l'hôte, lui permettant d'échapper au système immunitaire et aux traitements

antipaludiques, et pourrait possiblement être à l’origine d'échecs thérapeutiques et de recrudescence.

(Teuscher et al., 2010 ; Peatey et al., 2020).

Aucun traitement efficace n'existe à ce jour pour inhiber l'entrée en dormance de P. falciparum, et

l'artémisinine ne permet pas toujours l'élimination complète du parasite, comme observé in vitro, où

des recrudescences ont été observées plusieurs jours post-traitement (Teuscher et al., 2010 ; Grobler

et al., 2014 ; Chen  et al.,  2014). La compréhension des mécanismes d'induction et de levée de

dormance pourrait permettre à terme de développer des stratégies de type "wake-up and kill', afin de

bloquer  la  dormance  et  de  maintenir  le  parasite  dans  un  état  susceptible  à  l'artémisinine.  Les

mécanismes moléculaires gouvernant la dormance restent à découvrir, notamment restent à définir

les implications potentielles des mutations au sein du gène Pfkelch13 et des signaux extracellulaires.

Ainsi, il semble difficile d'envisager l’élimination du paludisme sans prendre en considération le

rôle de la dormance comme mécanisme de survie du parasite chez l'hôte humain.

3) Objectifs de la thèse

L'ensemble  de  mon  travail  de  thèse  s’est  concentré  sur  trois  axes,  différents  mais

complémentaires, visant à étudier la résistance de  P. falciparum aux dérivés de l'artémisinine. Le

premier  axe  était  une  approche  appliquée  à  la  santé  publique,  visant  à  étudier  la  résistance  à

l'artémisinine en Afrique et plus particulièrement en Érythrée. Ce premier objectif visait à détecter

la présence de parasites mutants K13 dans des isolats de P. falciparum prélevés au cours d’études

cliniques mesurant l’efficacité des antipaludiques. Le second volet de ma thèse, en lien avec le

premier, avait pour objectif d’optimiser la méthodologie du test RSA, principal outil de diagnostic

utilisé dans la détection de la résistance in vitro de P. falciparum à l'artémisinine. Enfin, le dernier

axe de ma thèse consistait à explorer les mécanismes impliqués dans la résistance P. falciparum aux

dérivés de l'artémisinine, notamment la dormance, à l'échelle de la population et de l’ individu. Ce

dernier axe s'est appuyé sur des techniques telles que le séquençage ARN à l’échelle individuelle

(single-cell RNA-seq), la culture cellulaire et la cytométrie. Cette approche avait pour objectif de

caractériser des biomarqueurs de la dormance induite chez P. falciparum, de déterminer le rôle de

l'environnement  extracellulaire  dans  l'induction  de  la  dormance  (ainsi  que  l’implication  des

mutations Pfkelch13). L'ensemble de ces travaux a été rendu possible grâce à l'expertise et au parc

technologique disponible à l'Institut Pasteur.
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Partie II

Travaux de recherche
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Axe 1 : Veille épidémiologique de la résistance à l'artémisinine en Érythrée, dans la

corne de l'Afrique.

Article 1 : Augmentation du paludisme résistant à l'artémisinine et HRP2-négatif en Érythrée

‘Increasing Artemisinin-resistant HRP-2 negative malaria in Eritrea.’

Ce  travail  a  été  réalisé  en  collaboration  avec  les  autorités  Érythréennes,  associant  une

approche clinique à la biologie moléculaire. Les études cliniques visant à évaluer l’efficacité des

TCA menées depuis 2016 ont permis de détecter un nombre croissant de cas de paludisme résistant

à  l'artémisinine  et  à  détecter  des  souches  de  P.  falciparum possédant  une  nouvelle  mutation

Pfkelch13 jamais décrite jusqu'à présent.  Cette mutation,  Pfkelch13-R622I,  a été associée à une

résistance  in vitro modérée à l'artémisinine d'après les tests RSA réalisés sur des souches éditées

(3D7 et DD2). L’analyse des séquences complètes des parasites mutants et  wild type (WT) ont

confirmé l’origine locale et indique que la mutation Pfkelch13-R622I serait une mutation apparue

spontanément dans la population générale de parasites, qui se serait fixée au cours du temps. De

plus, nous avons démontré qu’une fraction des parasites mutants (~17%) présentaient également des

délétions des gènes Pfhrp2 et Pfhrp3, codant pour des protéines utilisées comme cibles par les tests

de diagnostic rapides. Ainsi, le cas de l'Érythrée est extrêmement préoccupant, dans la mesure où

cette combinaison de mutation Pfkelch13 et délétions HRP2-HRP3 confère au parasite à la fois une

résistance  partielle  à  l'artémisinine  (pour  laquelle  il  n'existe  pas  à  l’heure  actuelle  d'alternative

thérapeutique viable), mais lui permet également de ne pas être détecté par les tests de diagnostic

rapides. Les implications cliniques et épidémiologiques sont sérieuses, avec notamment le risque de

diffusion rapide de ces parasites mutés dans les pays limitrophes comme l'Éthiopie, le Soudan ou

encore Djibouti. Enfin, ces données impliquent que les cas de paludisme résistant à l'artémisinine en

Érythrée seraient possiblement sous-évalués. Ce travail s'inscrit donc dans un contexte d'émergence

de la résistance à l'artémisinine en Afrique, faisant écho aux cas du Rwanda et de l'Ouganda, où des

mutations Pfkelch13 (R561H, C469Y et A675V) conférant une résistance partielle à l'artémisinine

ont également été rapportées récemment. Les données présentées ont été soumises pour publication

dans un journal à comité de lecture et sont actuellement en cours de révision.
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Figure 1

Figure 2
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Figure 3
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Axe 2 : Optimisation du RSA, principal outil de détection des souches de P. falciparum

résistantes à l'artémisinine.

Article 2 : Ring-stage Survival Assay de Plasmodium falciparum modifié avec l'inhibiteur de 

kinase ML10.

‘Modified Plasmodium falciparum Ring-stage Survival Assay with ML10 kinase inhibitor.’

Ce travail avait pour objectif d’optimiser le test RSA, principal outil de diagnostic in vitro

des souches de  P. falciparum résistantes à l'artémisinine.  En effet,  une des limites du test  RSA

provient  de  la  nécessité  d'obtenir  des  parasites  au  stade  schizonte  en  quantité  suffisante.  Les

variations de vitesse de progression du cycle asexué du parasite entre les souches de P. falciparum

rendent  la  réalisation  du  test  RSA  délicate  quand  plusieurs  souches  doivent  être  testées

simultanément. L'utilisation du ML10, un inhibiteur de kinase impliqué dans l'éclosion des stades

schizontes, permet d'obtenir une synchronisation étroite des parasites. Cette propriété du ML10 a

été mise en application pour faciliter la réalisation du test RSA. Nos données indiquent que l'ajout

de ML10 n'altère pas le résultat final du test RSA et permet une synchronisation simultanée de

souches dont la vitesse de progression du cycle diffère. L'ajout du traitement ML10 à la procédure

globale  du  RSA permet  ainsi  de  tester  simultanément  la  résistance in  vitro à  l'artémisinine  de

plusieurs  souches  de  façon  reproductible  et  fiable,  sans  ajouter  de  manipulation  laborieuse

supplémentaire. Cette étude a été réalisée en collaboration avec la London School of Hygiene and

Tropical Medicine. Un article au format court a été soumis dans un journal à comité de lecture, et

est actuellement en relecture.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Axe 3 : Résistance à l'artémisinine et caractérisation de la dormance induite comme

mécanisme de tolérance aux antipaludiques chez P. falciparum.

Article 3 : Mécanismes de compensation de la résistance à l'artémisinine chez P. falciparum. 

‘Compensating P. falciparum artemisinin resistance.’

Nous  avons  rédigé  un  article  de  synthèse  (previews)  présentant  une  étude  explorant  la

capacité des parasites résistant à l'artémisinine à assurer leur apport en acides aminés durant le cycle

sanguin. En effet, il a été montré que la résistance à l'artémisinine liée aux mutations au sein du

gène Pfkelch13 entraîne un coût en fitness pour le parasite, du fait de sa croissance ralentie à la suite

de la diminution de la digestion de l'hémoglobine. Pour compenser ce coût en fitness, les données

présentées montrent que le parasite surexprime EXP1, une protéine assurant la fonction de pore

dans la membrane parasitophore, et permettant le passage d'acides aminés (notamment l'isoleucine,

pour laquelle  P. falciparum est auxotrophe) provenant du sérum de l'hôte. De plus, il est présenté

que EXP1 facilite le passage de molécules antipaludiques comme la chloroquine, la méfloquine,

l'amodiaquine,  et  la  dihydroartémisinine.  Ces  travaux  mettent  donc  clairement  en  lumière  un

nouveau mécanisme moléculaire par lequel le parasite s'adapte aux traitements et pose de nouvelles

perspectives  de  recherches  quant  aux  mécanismes  d'actions  des  antipaludiques  et  de  leurs

associations.
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Article  4  :  Arrêt  de  croissance  du  stade  Ring  :  Bases  métaboliques  de  la  tolérance  à

l'artémisinine chez Plasmodium falciparum.

‘Ring-stage  growth  arrest  :  Metabolic  basis  of  artemisnin  tolerance  in  Plasmodium

falciparum.’

Nous avons cherché dans cette étude à déterminer l’état métabolique des stades rings en

arrêt de croissance après une exposition à l'artémisinine. Pour cela, plusieurs souches présentant des

génotypes  Pfkelch13 différents (WT, C580Y et Y493H) ont été utilisées. La première étape de ce

travail de recherche a été de développer une technique permettant l'isolement des parasites au stade

ring afin de pouvoir ensuite étudier leurs profils métabolomiques, tout en s'affranchissant du bruit

généré par la présence des globules rouges non infectés. La technique SLOPE qui associe une lyse

des  globules  rouges  non  infectés  par  un  traitement  à  la  Streptolysine-O et  une  centrifugation

différentielle  sur  gradient  de  Percoll  a  permis  l’isolement,  la  purification  et  un  enrichissement

significatif des stades rings.

La seconde partie de l’étude a permis d'établir le profil métabolomique par spectrométrie de masse

des stades rings en arrêt de croissance après exposition à la DHA. Les données obtenues indiquent

que la glycolyse, le cycle de Krebs, la voie des porphyrines ainsi que la phosphorylation oxydative

sont  modifiés  par  l’exposition  à  la  DHA.  Les  parasites  mutants  Pfkelch13 C580Y et  Y493H

présentent un métabolisme énergétique principalement basé sur la dégradation des acides aminés et

une  inhibition  de  la  glycolyse.  Ces  données  fournissent  donc un nouvel  éclaircissement  sur  la

plasticité  métabolique  des  stades  rings  et  leur  capacité  à  survivre  à  la  DHA par  un  arrêt  de

croissance temporaire. Ce travail de recherche est pionnier en matière d'exploration métabolique sur

les  stades  jeunes  de  P.  falciparum,  en  raison des  difficultés  techniques  dans  la  séparation  des

cellules infectées et non infectées. Ce travail, publié dans la revue  iScience en 2022, est le fruit

d'une collaboration avec le Jiangsu Institute of Parasitic Disease situé à Wuxi en Chine.
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Article  5 :  Des petites  molécules  extracellulaires  issues d'un environnement induit  par un

stress provoquent un arrêt de croissance temporaire chez le jeune stade ring de Plasmodium

falciparum et réduisent in vitro la susceptibilité des parasites à la dihydroartémisinine.

Ce travail expérimental avait pour objectif d’explorer le rôle potentiel de l'environnement

extracellulaire dans l'induction de l'arrêt de croissance des stades ring de P. falciparum. Pour tester

cette hypothèse, nous avons mis au point un protocole de stress in vitro permettant de produire de

manière reproductible un environnement extracellulaire défavorable. Pour cela, des parasites de la

souche NF54 (souche sensible à la chloroquine) asynchrones ont été exposés pendant 20h à 200 nM

de chloroquine afin d'induire un stress cellulaire et la mort des parasites. La culture a été ensuite

centrifugée, puis le surnageant a été recueilli. Ce surnageant a été nommé "surnageant de culture

stressée" (SCS). Nous avons ensuite incubé des stades rings très jeunes (0-3h post invasion) de

souches  résistantes  à  la  chloroquine  avec  le  SCS  pendant  24h  afin  de  mesurer  l'effet  de

l’environnement extracellulaire stressant sur la progression du parasite dans le cycle asexué. Nos

résultats ont permis de constater que l'exposition au SCS pendant 24h induit un décalage significatif

de la progression du cycle asexué et mis en évidence que le stade ring stoppe temporairement sa

transition vers le stade trophozoïte. Afin de tester si cet arrêt temporaire dans le développement du

cycle permettait au parasite une meilleure survie à l’exposition à l’artémisinine, des rings jeunes (0-

3h) ont été prétraités avec le SCS pendant 30 minutes puis exposés à une dose d'artémisinine de 700

nM pendant 6h. La proportion de parasites survivants a été calculée selon le protocole du test RSA.

Nos résultats indiquaient que les stades rings 0-3h prétraités au SCS avaient en moyenne une survie

deux fois supérieure à celles des stades rings 0-3h prétraités avec le milieu de culture RPMI. Ces

résultats  ont  été  observés  avec  des  souches  possédant  des  fonds  génétiques  et  des  génotypes

Pfkelch13 différents (WT et C580Y). Ensuite, nous avons constaté que le prétraitement des stades

rings jeunes (0-3h) à des dilutions de SCS (¾ , ½ et ¼) suivie d'une exposition à une dose de 700

nM de DHA pendant 6h restaurait de manière graduelle la proportion de parasites survivants initiale

comparable aux parasites prétraités avec le milieu RPMI pour toutes les souches testées, suggérant

l'existence d'un seuil spécifique au signal de stress provoquant l’arrêt de croissance des parasites.

Afin de caractériser les molécules ou facteurs impliqués dans le signal de stress contenu dans le

SCS, nous avons testé plusieurs filtrats de SCS sur filtre Centricon®. La filtration a permis de

retenir  les  molécules  contenues  dans  le  SCS sur  la  base de  leur  poids  moléculaire  (kDa).  Nos

résultats montraient que les différents filtrats de SCS (< 100 kDa, < 30 kDa, < 10 kDa et < 3 kDa)

induisaient toujours une augmentation de la proportion de parasites survivants après exposition à

une dose de DHA (700 nM) pendant 6h, indépendamment du génotype Pfkelch13. Ceci suggérant
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que les molécules ou facteurs contenu dans le SCS n’étaient pas des vésicules extracellulaires dont

le diamètre est compris entre 30 et 500 nm (tailles des pores des filtres sont respectivement de 10

nm pour le filtre < 100 kDa, 3 nm pour le filtre < 30 kDa, 1 nm pour le filtre < 10 kDa et 0.3 nm

pour le filtre < 3 kDa). L'ensemble de ces données a donc permis de mettre en évidence que l’arrêt

de croissance est un mécanisme constitutif chez  P. falciparum, lui conférant une meilleure survie

notamment en cas de stress comme une exposition à la DHA.

Un article scientifique détaillant ces données est en cours de rédaction (voir draft ci-dessous). Il sera

soumis dans un journal à comité de lecture dans quelques semaines.

98



99



100



101



102



103



104



105



106



107



108



109



110



111



112



113



114



115



116



117



118



119



120



121



122



123



Travail expérimental : Mise en évidence de l'hétérogénéité transcriptionnelle du stade ring

dans une population phénotypiquement homogène de P. falciparum.

Le travail présenté ci-après visait à explorer le profil transcriptionnel des stades rings en

arrêt de croissance après exposition à un environnement extracellulaire stressant. L'objectif de ces

expériences était de définir des biomarqueurs spécifiques de la dormance (profil d’expression des

gènes)  parmi  des  parasites  synchronisés  en  stade  ring  0-3h  de  fonds  génétiques  différents

(Pfkelch13-WT et  Pfkelch13-C580Y) exposés à un stress cellulaire. Pour cela, nous avons conduit

une  approche  basée  sur  le  séquençage  ARN  en  single-cell  sur  10  000  cellules.  Ces  données

préliminaires, basées sur une population de jeunes rings phénotypiquement homogène, nous ont

permis  d'identifier  975  transcrits  définissant  9  sous-populations.  Ce  travail  a  été  réalisé  en

collaboration  avec  les  plateformes  Biomics  et  CBUtech  ainsi  que  le  hub  bio-informatique  de

l'Institut Pasteur.

Matériel et Méthode

Culture de P. falciparum. Les souches de référence 3D7 (Pfkelch13-WT) et 3D7-580 (Pfkelch13-

C580Y)  ont  été  cultivées  en  flasque  T50  (Falcon®)  dans  du  milieu  RPMI  1640  (Gibco®)

supplémenté avec 10% d'Albumax (Gibco®), 0,2 nM d'hypoxanthine, et 4 μg/mL de gentamycine

(Merck®). Les cultures ont été maintenues à 1% de parasitémie (4% d'hématocrite). Le sang des

donneurs sains a été fourni par la plateforme Icareb de l'Institut Pasteur. Le milieu de culture a été

changé toutes les 2 jours. Les parasites ont été incubés en atmosphère humide à 37°C dans un

incubateur trigaz (90% diazote, 5% dioxygène et 5% dioxyde de carbone).

Synchronisation des stades rings 0-3h. Les parasites ont été cultivés jusqu'à une parasitémie de 1%

puis  synchronisés  en  stade  ring  jeune  (~0-12h  post  invasion)  par  traitement  au  sorbitol  5%

(Lambros et al., 1979). Après quelques heures de culture, les parasites au stade trophozoïtes 20-32h

ont été traités avec 200 nM de ML10 pour bloquer l'éclosion des schizontes (Ressurreiçao  et al.,

2020).  Les  parasites  37-49h ont  ensuite  été  centrifugés  (8 minutes,  600g,  sans  frein)  dans  une

solution de Percoll 75% afin d'isoler les schizontes. Les schizontes ont été recueillis, lavés dans 10

mL de RPMI puis centrifugés 2 minutes à 2000 rpm pour éliminer le ML10 et le percoll résiduel. Le

culot de parasite a été remis en suspension dans 10 mL de milieu RPMI complet et  incubé en

flasque T50 avec agitation pendant  3h à  37°C (90% diazote,  5% dioxygène et  5% dioxyde de

carbone). Un contrôle a été réalisé par frottis sanguin coloré au Giemsa pour valider la présence de

ring  0-3h.  Finalement,  les  cultures  ont  été  synchronisées  par  traitement  au  Sorbitol  5%  afin
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d'éliminer les formes matures résiduelles. La parasitémie des stades ring 0-3h a été calculée par

lecture en microscopie sur frottis coloré au Giemsa.

Production du surnageant de parasite stressé (SCS). La souche de référence NF54 a été cultivée

en flasque T50 (Falcon®) dans du milieu RPMI 1640 (Gibco®) supplémenté avec 10% d'Albumax

(Gibco®),  0,2 nM d'hypoxanthine,  et  4 μg/mL de gentamycine (Merck®).  Les  cultures  ont  été

maintenues à une parasitémie de 1% et un hématocrite de 4%. Les parasites asynchrones ont été

traités pendant 20h avec 200 nM de Chloroquine (figure 1). La culture a été centrifugée pendant 5

minutes à 2000 rpm, le surnageant a été collecté en tubes 50 mL puis placé au bain-marie à 37°C

jusqu'à utilisation.

Induction du stress et coloration des parasites. Les parasites synchronisés en ring 0-3h des souches

3D7 et 3D7-580 ont été transférés en plaque 48 puits et exposés 1h avec 1 mL de surnageant de

culture stressée ou le milieu de culture RPMI complet et maintenu à 2% d'hématocrite. Les parasites

ont été ensuite incubés avec 0,5 µL de fluorophore Vybrant Green (Thermofischer®) puis placés

pendant 15 minutes dans l'obscurité à 37°C en incubateur trigaz. Les longueurs d'ondes d'excitations

et d'émissions du Vybrant Green sont de 488 nm et 520 nm respectivement. Ce fluorophore a été

choisi  en  raison  de  sa  faible  cytotoxicité  et  de  l'absence  d'interférence  avec  la  transcription

cellulaire.

Tri cellulaire et séquençage ARN single-cell. Les stades rings 1-4h préalablement marqués ont été

dilués dans 1 mL de PBS à une concentration finale de 1x106 cellules par mL. Le tri cellulaire a été

réalisé par cytométrie (laser bleu, 488 nm) avec un FACS Aria Fusion (BD Biosciences®). Nous

avons utilisé des paramètres de tri très sélectif pour éliminer les globules rouges polyinfectés. Au

final, nous avons recueilli 60 000 cellules par échantillon. Nous avons ensuite mis en pratique le

protocole d'extraction Chromium Next GEM Single Cell 3' Reagent Kits v3.1 (10X Genomics®)

préalablement  adapté  pour  10  000  cellules  (le  maximum  possible  selon  les  instructions  du

fabricant). La préparation des ADNc et des banques a été réalisée en accord selon les instructions du

fabricant.  Le séquençage des  ADNc a été  réalisé par  un séquenceur  Illumina® NextSeq500 en

utilisant une flow cell Hight Output (figure 1).

Analyse bio-informatique. Les données de séquençage de chaque échantillon ont été traitées avec le

pipeline 10X CellRanger v7.0.0. Les séquences ont été alignées sur les génomes concaténés de la

souche de référence 3D7 de  P. falciparum et du génome humain. Le traitement par CellRanger a
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permis  de conserver  environ 10 000 cellules  par échantillon contenant  le  plus d'UMIs (40 000

cellules au total).  Les données  de séquençage ont  été  ensuite annotées  sur la  base des jeux de

données du Malaria Cell Atlas (https://www.malariacellatlas.org/). 

Le contrôle qualité des cellules a été réalisé avec le programme Seurat (Stuart et al., 2019). Un objet

Seurat  a  été  créé  basé sur  la  fonction  Read10X.  Les  cellules  ont  été  filtrées  selon  les  critères

suivants  :  nombre  d'UMIs  par  cellule  >100  ;  fraction  des  UMIs  alignés  sur  le  génome  de  P.

falciparum 3D7 >50%. Le jeu de donnée contenait  3669 cellules total  (844 à  969 cellules  par

échantillon) pour un total de 5336 gènes détectés (exprimés dans au moins 1 cellule). Pour obtenir

des types cellulaires putatifs, les données sont intégrées au pipeline Seurat v3 avec les paramètres

par défaut. Nous avons utilisé les fonctions NormalizeData, FindVariableFeatures (conservant les

2000 gènes les plus variables),  ScaleData et  RunPCA. Pour la  visualisation,  nous avons utilisé

FindNeighbors, FindClusters (résolution de 0,5) et RunUMAP sur les 10 premières composantes

principales.

Nous avons réalisé une annotation préliminaire du jeu de donnée en utilisant MetaNeighbor (Crow

et al., 2018) comparé aux données du Malaria Cell Atlas (Reid et al., 2018 ; Howick et al., 2019 ;

Real et al., 2021). MetaNeighbor a permis de réaliser la correspondance entre le type de cellule et le

profil d'expression sur la base d'un jeu de données servant de requête comparé à une référence.

Nous avons sélectionné les jeux de données de référence contenant les stades du développement

asexué de  P. falciparum. Pour le lancement de MetaNeighbor, les données ont été converties en

format SingleCellExperiment, la liste des transcrits a été extraite pour chaque échantillon, un score

de similarité a été calculé et a permis la répartition des profils transcriptomiques de chaque cellule

en sous-population.
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Figure 1 : Résumé du protocole expérimental de la préparation des parasites jusqu'au séquençage.

Résultats

Le stade ring 1-4h de P. falciparum exprime une diversité de profils transcriptomiques. 

Bien qu'à un stade préliminaire, les données présentées apportent des informations intéressantes sur

le  transcriptome des stades rings 1-4h de  P. falciparum.  Après  l’application de filtres (contrôle

qualité),  nous avons conservé les données de 952 cellules pour 3D7  Pfkelch13-WT RPMI, 969

cellules  pour  3D7  Pfkelch13-WT SCS,  844  cellules  pour  3D7  Pfkelch13-C580Y RPMI  et  904

cellules pour Pfkelch13-C580Y SCS.

Les données obtenues ont été comparées aux jeux de données du Malaria Cell Atlas afin de pouvoir

classer les cellules sur la base des profils d’expression de gènes associés aux stades asexués du

parasite.  Nous  avons  premièrement  constaté  que  le  transcriptome  des  rings  1-4h  en  condition

physiologique  (non  stressé)  était  hétérogène  (figure  2).  En  effet,  nous  avons  constaté  que  les

cellules  séquencées  ne  formaient  pas  une  seule  population  homogène  d'un  point  de  vue

transcriptionnel,  mais  un  ensemble  de  9  sous-populations  distinctes  (figure  2).  Les  profils

d'expressions de ces sous-populations correspondaient au développement temporel du parasite dans

le cycle asexué. Toutes les sous-populations à l’exception de la sous-population 8 (colorée en vert)

étaient présentes indépendamment du génotype  Pfkelch13 ou de l'exposition au SCS (figure 2).
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Surprenamment, nous avons observé que la sous-population 8 était quasiment absente dans le jeu de

données de la souche 3D7  Pfkelch13-WT (représentant seulement 0,5% et 0,8% de la population

totale en condition RPMI et SCS respectivement) alors que cette sous-population était largement

représentée dans le jeu de données de la souche mutée 3D7 Pfkelch13-C580Y (représentant 9,1% et

19,4% de la population totale en condition RPMI et SCS respectivement). Ces données suggèrent

fortement l'existence d'une sous-population spécifique de la présence de la mutation C580Y chez la

souche 3D7. Ces résultats étant issus de parasites synchronisés et de souches clonales, démontre

également  l'existence  d'une  hétérogénéité  transcriptionnelle  forte  du  stade  ring  1-4h  de P.

falciparum en condition physiologique.

L'exposition  au  SCS  provoque  des  changements  dans  la  distribution  des  sous-populations

transcriptionnelles. 

Premièrement, nous avons constaté que l'exposition à 1h au SCS induit une augmentation de la

proportion de cellules de la sous-population 9 (colorée en orange foncée); de l'ordre de 70% pour la

souche 3D7 Pfkelch13-WT et de 40% pour la souche 3D7 Pfkelch13-C580Y (figure 2). En second

lieu, nous avons observé que la sous-population 8 (colorée en vert), spécifique à la souche mutée

Pfkelch13-C580Y était également enrichie d'un facteur 2 après exposition au surnageant de parasite

stressé.  Les  sous-populations  1  à  7  étaient  toujours  présentes  indépendamment  des  conditions

expérimentales ou du génotype Pfkech13, indiquant que la diversité transcriptionnelle du stade ring

1-4h de  P. falciparum est une propriété innée (figure 2). Ces observations laissent supposer que

l'exposition à un environnement extracellulaire stressant provoque une réponse transcriptionnelle

d’une partie de la population des stades rings 1-4h de  P. falciparum. Finalement, nous pouvons

admettre  que  l'exposition  au  SCS induit  deux types  de  réponses  transcriptionnelles  différentes.

Premièrement,  l'enrichissement  de  la  sous-population  8  observé  chez  les  deux  souches 3D7

Pfkelch13-WT et  3D7  Pfkelch13-C580Y,  indique  qu'il  s'agit  d'une  réponse  indépendante  de  la

présence  de  mutations  dans  Pfkelch13 (figure  2).  Deuxièmement,  l'enrichissement  de  la  sous-

population 9 indique une réponse transcriptionnelle plus spécifique à la souche mutée Pfkelch13-

C580Y (figure 2).
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Figure 2 : Hétérogénéité transcriptionnelle chez les stades rings 1-4h synchronisés de P. falciparum.

Visualisation en analyse par composante principale de la distribution des profils transcriptomiques

des cellules séquencées. Chaque point représente le transcriptome d'une cellule dans un échantillon

donné.  Les  cellules  sont  classées  en sous-population sur  la  base de la  similarité  de  leur  profil

d'expression avec les données de références du Malaria Cell Atlas. Chaque cluster est une sous-

population de cellule ayant un profil d'expression spécifique. 

- 3D7 Pfkelch13-WT RPMI : rings 0-3h de la souche 3D7 (Pfkelch13-WT) traités 1h avec du milieu

complet.

- 3D7 Pfkelch13-WT SCS : rings 0-3h de la souche 3D7 (Pfkelch13-WT) traités 1h avec du SCS.

- 3D7 Pfkelch13-C580Y RPMI : rings 0-3h de la souche 3D7 (Pfkelch13-C580Y) traités 1h avec du

milieu complet.

- 3D7 Pfkelch13-C580Y SCS : rings 0-3h de la souche 3D7 (Pfkelch13-C580Y) traités 1h avec du

SCS.
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Figure 3 : Tri cellulaire des stades rings 1-4h des souches 3D7 et 3D7-580.

Les stades rings 1-4h des souches 3D7 (Pfkelch13-WT) et 3D7-580 (Pfkelch13-C580Y) marqués au

Vybrant Green ont été triés (n = 60 000 par condition) sur un trieur Aria Fusion (laser bleu 488 nm).

Les cellules sont triées selon les critères de taille (FSC) et de granulosité (SSC) afin de cibler les

globules rouges. Seuls les événements singulets (une cellule par goutte) sont conservés. Le tri a été

ajusté pour cibler les globules rouges monoinfectés (positif à la fluorescence, canal FITC-A). 
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- 3D7 CQ - = rings 1-4h de la souche 3D7 (Pfkelch13-WT) traités 1h avec du milieu complet.

- 3D7 CQ + = rings 1-4h de la souche 3D7-580 (Pfkelch13-WT) traités 1h avec du SCS.

- 3D7 580 CQ - = rings 0-3h de la souche 3D7-580 (Pfkelch13-C580Y) traités 1h avec du milieu

complet.

- 3D7 580 CQ + = rings 0-3h de 3D7 (Pfkelch13-C580Y) traités 1h avec du SCS.

Discussion

Ces données préliminaires montrent l'existence d'une forte hétérogénéité transcriptionnelle

constitutive au sein d’une population clonale et synchrone de jeunes stades ring de  P. falciparum

âgés de 1 à 4h. Neuf sous-populations ont pu être définies sur la base des profils transcriptionnels

pour l'ensemble des conditions et des souches testées. Un enrichissement des sous-populations 8 et

9  a  pu  être  constaté  après  exposition  au  SCS  pendant  1h,  supportant  l'idée  d'une  réponse

transcriptionnelle  à  des  signaux  de  l'environnement  extracellulaire.  Plus  précisément,

l'enrichissement  de  la  sous-population  8  après  exposition  au  SCS  indique  une  réponse

transcriptionnelle indépendante du génotype  Pfkelch13 (figure 2) alors que l’enrichissement de la

sous-population 8 correspond à une seconde réponse transcriptionnelle, spécifique de la présence de

la  mutation  Pfkelch13-C580Y.  Collectivement,  ces  données  préliminaires  apportent  des

éclaircissements sur la diversité du transcriptome du stade ring 1-4h de P. falciparum, et mettent en

évidence la grande plasticité transcriptionnelle des formes jeunes du parasite.

Nous avons pris un maximum de précaution sur le plan technique concernant la purification et le

séquençage du transcriptome des stades rings 1-4h afin d'éviter les artefacts et les faux positifs.

Après ré invasion, les rings 0-3h ont été traités au Sorbitol 5% afin d'éliminer les formes matures

résiduelles (Lambros et al., 1979). L'absence de formes matures a pu être confirmée par un examen

microscopique des frottis sanguin des rings 0-3h et par cytométrie en flux (figure 3). Nous avons

pour cela utilisé le Vybrant Green, décrit comme préservant la viabilité des parasites, évitant des

interférences potentielles dans l'expression des gènes (Philipp et al., 2012).  Le protocole appliqué

pour le tri des stades rings 1-4h en cytométrie a été ajusté pour minimiser le risque de recueillir des

globules rouges polyinfectés, et ainsi d'éliminer une source de biais potentiels (figure 3). La qualité

des séquences a pu être validée par l'outil Seurat (Stuart et al., 2019). Le principal avantage de notre

approche single cell a été de s'affranchir du bruit de fond généré par le transcriptome de parasites

morts. Il est toutefois possible que des globules rouges non infectés aient pu être intégrés à nos

échantillons durant le tri cellulaire. Cependant, les seuils de similarités utilisés pour l'annotation de

nos séquences durant  l'analyse  bio-informatique ont  permis  de retirer  spécifiquement  toutes  les

séquences d'origine humaine du jeu de donnée.
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Ces données préliminaires suggèrent donc l'existence d'un profil transcriptomique hétérogène des

jeunes stades ring de  P. falciparum. Le stade ring de  P. falciparum apparaît ainsi être hautement

plastique  du  point  de  vu  transcriptionnel.  Ces  observations  sont  à  mettre  en  relation  avec  les

données d’une précédente étude révélant une diversité de profils d'expressions de parasites prélevés

in vivo où il a été observé que le stade ring prédominait parmi les populations parasitaires circulant

dans le sang de patients infectés (Daily et al., 2007). L'étude détaillée des profils d'expression des

sous-populations  8  et  9  est  en  cours  d'investigation,  avec  pour  priorité  l'identification  de

biomarqueurs spécifiques de ces sous-populations.
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Discussion et conclusion générale

L'ensemble de ce travail de thèse, mené au cours de ces trois dernières années apporte une

contribution significative dans notre connaissance sur la résistance de P. falciparum à l’artémisinine

par une approche originale combinant santé publique, technique et recherche fondamentale.

Approche  santé  publique. Le  travail  réalisé  en  Érythrée  montre  l’émergence  locale  de  cas  de

paludisme à  P. falciparum résistant à l'artémisinine. En effet, nous avons constaté que le nombre

d'échecs thérapeutique, caractérisé par le nombre de patients positifs à  P. falciparum à J+3 post

traitement TCA, était en augmentation, passant de 0,4% en 2016 à 4,2% en 2019. Une augmentation

du nombre de patients porteur de parasites possédant la mutation Pfkelch13-R622I a également été

constatée, passant de 8,6% en 2016 à 21% en 2019. Nous avons pu ensuite confirmer in vitro que

cette mutation était capable de conférer une résistance partielle à l'artémisinine, dans une moindre

mesure cependant que la mutation Pfkelch13-C580Y présente chez les souches en Asie du Sud-Est

(Straimer  et  al.,  2015).  Cette  observation  est  conforme à une précédente  étude  révélant  que le

génotype Pfkelch13 entraîne une variation significative du taux de survie des parasites résistants à

l'artémisinine (Stokes et al., 2021).

Une  seconde  découverte  importante  a  porté  sur  la  proportion  importante  (16,9%)  de  parasites

possédant des délétions dans les gènes Pfhrp2 et  Pfhrp3 en plus de la mutation Pfkelch13-R6221.

Les  protéines HRP2 et  HRP3 du parasite  sont  utilisées  comme biomarqueurs  dans  les  tests  de

diagnostic rapide réalisés sur le terrain pour le dépistage du paludisme. Ces mutants HRP2/HRP3

étant  indétectables  par  ces  tests,  il  est  possible  que  le  nombre  de  cas  de  paludisme  soient

actuellement sous-estimé en Érythrée, dû à des faux négatifs. Nos données suggèrent donc que des

souches résistantes à l'artémisinine et difficilement détectable par les tests de diagnostic rapides

circulent actuellement dans la Corne de l'Afrique.

Il est possible que l’émergence de ces souches soit dû à une combinaison de facteurs. En effet, les

stratégies de lutte anti-vectorielle et de prise en charge des patients en Érythrée ont permis une

diminution  importante  de  la  morbidité  et  de  la  mortalité  des  cas  de  paludisme au  cours  de  la

dernière décennie. En conséquence, la diminution de la prévalence de P. falciparum a pu entraîner

une  diminution  de  l'immunité  acquise  dans  la  population,  et  un  plus  grand  recours  aux

antipaludiques par la population, favorisant ainsi l'émergence de résistances (Scott et al., 2018). 

La  principale  inquiétude  que soulève  ce  travail  est  le  fort  risque  de  diffusion  de  ces  parasites

résistants dans les pays voisins, ce qui aurait des conséquences catastrophiques sur les populations.

133



Il  est  donc  prioritaire  de  mener  une  surveillance  génomique  renforcée  dans  les  zones  de  pré

élimination où les stratégies de luttes antipaludiques sont largement implémentées. La surveillance

de la résistance à la  drogue partenaire  utilisée dans les  TCA doit  également être renforcée.  Ce

travail décrit pour la première fois l'émergence de la résistance à l'artémisinine en Afrique de l'Est.

Nos résultats s'inscrivent dans un contexte d'émergence à l'échelle du continent africain entier, où la

résistance à l'artémisinine a également été rapportée en Ouganda (Balikagala  et al.,  2021) et au

Rwanda (Uwimana et al., 2020).

Approche technique. L'approche technique au cours de cette thèse s'est focalisée sur l'optimisation

du test RSA. Le RSA reste à ce jour la technique de référence pour la détection de la résistance à

l'artémisinine  chez  P.  falciparum (Witkowski  et  al.,  2013).  Cette  technique  possède  toutefois

certaines limites, car il s'agit d'un protocole long et laborieux, nécessitant l'utilisation de stades rings

0-3h finement synchronisés. Cela exige de connaître précisément la durée du cycle sanguin de la

souche testée, qui peut varier entre 36 à 54 heures (Smith et al., 2020 ; Wockner et al., 2020). Ces

variations de temps de croissance d'origine génétique rendent difficile l'application du test  RSA

quand plusieurs souches sont simultanément testées.

Nous  avons  ainsi  pu  optimiser  le  test  RSA en  incorporant  une  étape  supplémentaire  utilisant

l'inhibiteur  de  kinase  ML10  (Ressurreiçao  et  al.,  2020).  Ce  composé  entraîne  une  inhibition

réversible  de  l'éclosion  des  schizontes  et  permet  donc  après  plusieurs  lavages,  d'obtenir  un

maximum  de  schizontes  matures  de  souches  présentant  des  fonds  génétiques  différents.  Nos

données présentées indiquent que les concentrations de ML10 utilisées, allant de 50 à 200 nM, n'ont

pas  d'effet  cytotoxique  notable.  Ainsi,  l'utilisation  d'une  seule  dose  de  ML10  permet  un

enrichissement  significatif  en  schizontes  chez  toutes  les  souches  testées,  d'un  facteur  3  à  16,

indépendamment de la concentration de ML10 utilisée. Nos données montrent qu'une exposition à

200 nM de ML10 pendant 17h à 20h permet d'obtenir  une proportion maximum de schizontes

viables. Enfin, l'incorporation du ML10 dans le protocole RSA n'a pas eu d'effet significatif sur les

taux de survie des parasites  Pfkelch13-WT (DHA sensible) et  Pfkelch13-C580Y (DHA résistant),

indiquant que le ML10 peut être ajouté à la procédure sans crainte d'impacter le résultat final. Dans

le cadre de cette thèse, ce nouveau protocole a été largement mis en pratique avec succès.

Approche  recherche  fondamentale. L'approche  fondamentale  de  la  thèse  s’est  principalement

concentrée sur l’étude de la dormance induite par les drogues (DID) et la résistance à l'artémisinine

des  stades  ring  de  P.  falciparum, d’un  point  de  vue  métabolomiques,  signalétiques  et

transcriptomiques.
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L'analyse du profil métabolique des stades ring en dormance a été réalisée par une approche

métabolomique non ciblée en spectrométrie de masse. L'ensemble de ces travaux ont été menés sur

des souches 3D7 éditées par la technique CRISPR-Cas9 (Ghorbal et al., 2014), permettant d’obtenir

les  génotypes  Pfkelch13-WT (DHA  sensible),  Pfkelch13-C580Y et  Pfkelch13-Y493H (DHA

résistante).

Le principal défi technique abordé dans ce travail a été de mettre au point une méthode permettant

de supprimer le bruit de fond généré par les globules rouges non infectés tout en isolant les stades

rings viables. Cette technique associait une lyse à la Streptolysine-O (SLO) des globules rouges non

infectés suivie d'une purification des cellules infectées par centrifugation différentielle en gradient

de Percoll. Après validation, cette technique baptisée SLOPE (Streptolysine-O et Percoll) a été mise

en pratique pour enrichir les échantillons en stade rings pour une application en spectrométrie de

masse.

L'hypothèse de départ était que, durant une exposition à la DHA, les parasites porteurs de mutations

Pfkelch13 conférant une résistance à l'artémisinine avaient un profil métabolique différent de celui

des parasites sauvages. Les parasites en dormance ont été obtenus en incubant les stades rings 0-3h

avec  une  dose  de  DHA (700 nM) pendant  6h,  considérant  que  la  culture  était  constituée  d'un

mélange de parasites morts et de rings dormants après l'exposition.

Nos données nous ont indiqué que les parasites dormants issus des souches résistantes (Pfkelch13-

C580Y et  Pfkelch13-Y493H)  subissaient  des  changements  métaboliques  importants  durant

l'exposition à la DHA. Ainsi, le métabolisme énergétique basé sur la glycolyse et le cycle de Krebs

s’orientait vers un métabolisme basé sur le catabolisme des acides aminés comme source d'énergie.

En effet, l'α-cetoglutarate, métabolite à l'interface entre les voies métaboliques des acides aminés

(acide glutamique notamment) et le cycle de Krebs, était significativement enrichi chez les rings

traités à la DHA. La diminution de la glycolyse et l'enrichissement en α-cetoglutarate suggéraient

que les parasites traités à la DHA catabolisent activement les acides aminés pour la production

d'énergie. Ces données étaient cohérentes avec de précédentes études montrant que P. falciparum est

capable d'utiliser les sucres et les acides aminés comme substrat énergétique (Kumar et al., 2020).

Le glutathion était également significativement plus abondant chez les rings en dormance après une

exposition à la DHA. Le glutathion est en effet un métabolite antioxydant impliqué dans la réponse

au stress oxydatif durant l'exposition à la DHA de souches résistantes de P. falciparum (Siddiqui et

al.,  2017).  Nos  données  suggéraient  que  le  parasite  dormant  produit  activement  du  glutathion,

possiblement pour se protéger de l'effet oxydant des radicaux libres induit par l'activation de la

DHA.

Phénotypiquement, les rings exposés à la DHA présentaient une progression dans le cycle asexué
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ralentie, avec un allongement d’environ 6h du stade ring, données cohérentes avec un métabolisme

énergétique ralenti et une inhibition du catabolisme de l'hémoglobine (Cobbold  et al., 2016). Ce

ralentissement  du  métabolisme  énergétique  associé  au  rallongement  du  stade  ring  semblent

permettre au parasite d'échapper à la toxicité de la DHA, du fait du temps de demi-vie court de la

drogue, et de la faible activation de la DHA liée à l'inhibition du catabolisme de l'hémoglobine.

Ces résultats apparaissent cohérents avec d’autres résultats mettant en évidence une surexpression

de EXP1, transporteur impliqué dans l'importation d'acides aminés depuis le sérum de l'hôte chez

les parasites résistants Pfkelch13 mutés (Mesen-Ramirez et al., 2021). Il apparaît donc intéressant

d'explorer en détail le rôle de EXP1 dans l'importation d'acides aminés chez le ring dormant, afin

d'en faire une cible thérapeutique potentielle. Ainsi, l'ensemble de ces données permet d'établir le

profil métabolique des stades ring en dormance et de comprendre comment cette adaptation permet

aux mutants résistants Pfkelch13 de P. falciparum de survivre à l'artémisinine par un métabolisme

énergétique alternatif.

Les mécanismes d'induction de la dormance ont également été abordés durant cette thèse par

notre  travail  sur  la  communication  entre  les  parasites.  En effet,  nous  souhaitions  explorer  une

possible relation entre dormance induite et signaux extracellulaires de l'environnement où évolue le

stade  ring.  En  effet,  de  nombreuses  publications  ont  montré  que  P.  falciparum était  capable

d'émettre et de recevoir des signaux extracellulaires. On peut citer, à titre d’exemple, l'implication

du lysophosphatidylcholine,  molécule de l'hôte  et  sa  capacité  à  provoquer  la  différenciation  de

stades asexués  en stades sexués (gamétocyte)  (Carter  et  Miller,  1979 ;  Brancucci  et  al.,  2017).

D'autres études ont également mis en évidence le rôle des vésicules extracellulaires émises par le

parasite dans le milieu extracellulaire, et leur capacité à manipuler la réponse immunitaire de l'hôte

(Regev-Rudzki  et al., 2013 ; Mantel  et al., 2013 ; Sampaio  et al., 2018 ; Mbagwu  et al., 2019).

Enfin, des travaux ont suggéré que P. falciparum était capable de réguler sa population par quorum

sensing, en induisant l'apoptose lorsque la parasitémie in vitro est trop élevée (Mutai et al., 2010 ;

Chou  et  al.,  2018).  De plus,  concernant  la dormance induite,  il  a été mis  en évidence que des

phytohormones étaient capables de provoquer le réveil des parasites dormants après traitement à la

DHA (Duvalsaint et Kyle, 2018).

Basé  sur  ces  données,  notre  hypothèse  de  départ  était  donc  que  la  DID  est  un  mécanisme

potentiellement induit par des signaux extracellulaires. Pour tester cette hypothèse, nous avons mis

au point un protocole  in vitro permettant de produire de manière reproductible un environnement

extracellulaire défavorable. Succinctement, des parasites de la souche NF54 ont été exposés pendant

20h  à  200  nM  de  chloroquine  afin  d'induire  un  stress  cellulaire  et  la  mort  des  parasites.  Le
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surnageant de culture stressée (SCS) a été recueilli et utilisé pour exposer des jeunes rings 0-3h de

souches résistantes à la chloroquine. L'objectif ici était de tester si le SCS contenait des facteurs ou

des molécules solubles capable d'induire la dormance des parasites exposés et/ou de modifier le

taux  de  survie  des  parasites  possédant  différents  génotypes  Pfkelch13 après  traitement  à

l'artémisinine.

Les données que nous avons pu obtenir montraient qu'un traitement de 24h avec le SCS induisait un

arrêt de croissance réversible de l'ordre de 24h chez toutes les souches testées. Ces observations ont

pu être reproduites avec des souches sensibles (Pfkelch13-WT) et résistantes (Pfkelch13-C580Y) à la

DHA. Ces données laissent supposer que le parasite est capable de bloquer de manière réversible sa

progression dans le cycle asexué en absence de DHA, et indépendamment du génotype Pfkelch13.

Dans la mesure où la majorité des parasites exposés au SCS pendant 24h était au stade ring, nous

avons pu en déduire que la dégradation de l'hémoglobine était ralentie durant cet arrêt de croissance

temporaire. Pour faire le lien entre l'arrêt de croissance temporaire après exposition au SCS et la

résistance à l'artémisinine, nous avons prétraités des stades rings 0-3h pendant 30 min au SCS suivi

d'une exposition à la DHA (700 nM) pendant 6h. Le taux de survie des parasites mesuré par RSA

était  significativement  plus  élevé  chez  les  parasites  prétraités  au  SCS pour  toutes  les  souches

testées, suggérant que cette augmentation de survie après exposition à la DHA était causée par un

arrêt de croissance temporaire induit par des facteurs ou molécules solubles présents dans le SCS.

Pour confirmer cette hypothèse, nous avons exposé des rings 0-3h à des dilutions de SCS pendant

30 min puis avec une dose de 700 nM de DHA pendant 6h. Nous avons constaté qu’une dilution du

SCS au 1/2 suffisait à ramener le taux de survie RSA au taux initial observé chez toutes les souches

testées  en  condition  RPMI  (sans  incubation  préalable  avec  le  SCS).  Ceci  indiquait  que

l’augmentation  de  la  survie  était  bien  associée  à  des  facteurs  extracellulaires  relargués  par  les

parasites morts, et qu'une concentration seuil de ces facteurs était nécessaire pour produire un arrêt

de croissance et une capacité augmentée à survivre en présence de DHA.

Pour caractériser ces facteurs extracellulaires ou molécules solubles, nous avons ensuite cherché à

définir  leurs  tailles  moléculaires.  Le  SCS  a  donc  été  filtré  sur  filtre  Centricon®,  permettant

d'exclure les molécules de tailles supérieures à 100 kDa, 30 kDa, 10 kDa et 3 kDa. Suivant le même

protocole,  nous  avons  observé  que  l'ensemble  des  SCS  filtrés  induisaient  une  augmentation

significative du taux de survie par rapport aux parasites non traités. Cependant, nous avons constaté

que les parasites traités avec les filtrats < 10 kDa et < 3 kDa avaient une survie significativement

plus faible que les parasites traités avec le SCS non filtré ou les filtrats < 100 kDa et < 30 kDa,

suggérant  que  la  dormance  était  principalement  induite  par  un  groupe  de  molécules  de  taille

inférieure à 30 kDa. Enfin, nous avons pu mesurer une augmentation significative du taux de survie
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des  rings  0-3h  sensibles  (Pfkelch13-WT)  et  résistants  (Pfkelch13-C580Y)  à  l'artémisinine  après

prétraitement  au  SCS3kDa (filtré  par  <  3kDa),  suggérant  que  la  dormance  serait  un  mécanisme

indépendant  des  mutations  Pfkelch13.  Collectivement,  nos  données  soutiennent  l'idée  que  la

dormance serait un mécanisme de survie innée chez P. falciparum et indépendant de Pfkelch13. La

dormance serait induite par des facteurs ou des molécules solubles extracellulaires inférieurs à 30

kDa, de nature et de concentration actuellement inconnue. Pour déterminer la nature de ces facteurs,

nous envisageons d’analyser le métabolome par une approche non ciblée en spectrométrie de masse

sur des échantillons des différents filtrats de SCS.

Même  si  la  caractérisation  des  facteurs  ou  molécules  contenus  dans  le  SCS  est  en  cours

d'investigation, nos données permettent cependant d'exclure certaines hypothèses. En effet, le SCS

ne peut pas contenir de vésicules extracellulaires dans notre approche expérimentale. Les filtres 100

kDa, 30 kDa, 10 kDa et 3 kDa permettent le passage d'éléments inférieurs à 10 nm, 3 nm, 1 nm et

0,3 nm respectivement, tandis que les vésicules extracellulaires ont une taille variant de 30 à 500

nm (Sharon et Rudzki, 2021). L'induction de la dormance est donc nécessairement dépendante de

petites  molécules  diffusibles.  Des  données  chez  Trypanosoma indiquent  que  des  polypeptides

extracellulaires servent à la communication entre les parasites notamment dans le choix de leur

différenciation  (Rojas et  al.,  2019).  Il  serait  donc  intéressant  d'explorer  cette  piste  chez  P.

falciparum. On peut également éliminer une possible implication de la chloroquine contenue dans le

SCS qui aurait pu fausser nos résultats. Tout d'abord, nous avons traité des rings 0-3h avec le SCS

pendant  30  min,  or,  la  chloroquine  n’est  uniquement  active  que  sur  les  stades  matures,  par

l'inhibition de la cristallisation de l'hème (Slater et Cerami, 1992 ; Sullivan et al., 2017). Il est donc

peu probable que la chloroquine ait pu induire un stress chez les stades rings 0-3h. De plus, les

souches exposées au SCS sont hautement résistantes à la chloroquine (allèle CVIET au sein du gène

Pfcrt). Il est donc raisonnable de considérer que nos observations soient bien dues à des facteurs ou

des molécules solubles contenus dans le SCS.

Nos  données  suggèrent  donc  que  la  dormance  et  la  résistance  à  l'artémisinine  médiée  par  les

mutations Pfkelch13 sont deux mécanismes différents. Le dénominateur commun entre la dormance

et  la  résistance  à  l'artémisinine  conférée  par  les  mutations  Pfkelch13 est  la  dégradation  de

l'hémoglobine, caractéristique de la progression dans le cycle asexué du parasite. Dans le cas de

parasites mutants Pfkelch13, l'augmentation de la survie est due à une diminution de l'endocytose de

l'hémoglobine, et une diminution de l'activation de l'artémisinine (Klonis et al., 2011 ; Wang et al.,

2015 ; Birnbaum et al., 2020). Dans le cas de la dormance, l'arrêt de croissance temporaire induit

par le SCS seul suppose que le stade ring est capable de bloquer le catabolisme de l'hémoglobine,

indépendamment  du  génotype  Pfkelch13 et  de  la  présence  d'artémisinine.  En conclusion,  nous
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pouvons émettre l’hypothèse de l’existence de deux mécanismes distincts permettant aux stades

ring de survivre à une exposition à la DHA : d’une part, par la capacité des rings à stopper leur

progression vers le stade mature, c’est-à-dire en relation avec à une dormance innée présente chez

tous les parasites mais dont l'induction est dépendante de la concentration en facteur ou molécules

solubles  d’un  milieu  extracellulaire  défavorable  ;  et  de  l'autre  part  du  fait  de  la  présence  de

mutations Pfkelch13, entraînant une instabilité et un turnover augmentée de la protéine K13 et par

la même une diminution de la capacité d'endocytose de l'hémoglobine et de l'activation de la DHA.

Ces deux mécanismes semblent donc distincts mais complémentaires, pour augmenter la capacité

de survie des stades rings après exposition à la DHA.

La dormance semble être une réponse universelle face à un stress environnemental. D'autres études

ont également décrit des arrêts de croissance temporaires de P. falciparum dans différents contextes

comme la privation d'acides aminés (Babbitt  et al., 2012) ou en présence d'antipaludiques comme

l'atovaquone et le proguanil (Thapar et al., 2005).

En prenant en compte ces études et nos résultats, il  apparaît que le concept de DID (dormance

induite par les drogues) est réducteur, dans la mesure où la dormance est une stratégie de réponse

face à une situation stressante au sens large (incluant les antipaludiques). La "dormance induite par

le stress" (DIS) semble un terme plus approprié. Reste maintenant à caractériser les facteurs ou

molécules solubles présentes dans le milieu extracellulaire et médiant la cascade de signalisation

impliquée dans l'induction de la dormance. Le travail que nous avons mené sur l'induction de la

dormance par le SCS peut donc servir de base à de futures recherches sur le ‘quorum quenching’,

c'est-à-dire  la  capacité  à  perturber  la  communication  entre  les  parasites,  avec  pour  application

l'inhibition de l'induction de la dormance des stades rings.

Pour terminer, l'exploration du transcriptome du stade ring à l'échelle de la cellule a pu être

réalisée durant la thèse. L’analyse des données obtenues n'en est encore qu’à un stade préliminaire,

elle nous suggère cependant l’importance de la diversité transcriptionnelle observée chez le stade

ring 1-4h des souches 3D7  Pfkelch13-WT et 3D7  Pfkelch13-C580Y de  P. falciparum. Au total, 9

sous-populations distinctes ont pu être détectées par notre approche. Les sous-populations 1 à 7 et 9

sont communes aux deux souches testées alors que la sous-population 8 est spécifique à la souche

mutée 3D7  Pfkelch13-C580Y.  Cela semble indiquer  que  la  présence  de  la  mutation  Pfkelch13-

C580Y induit  un profil  d'expression  spécifique d’une partie  des  stades  rings  1-4h.  Nous avons

également  observé  que  l'exposition  des  stades  ring  au  SCS  provoque  des  changements

transcriptionnels  notables,  avec un enrichissement  des sous-populations  8 et  9,  suggérant  qu'un

environnement extracellulaire défavorable est susceptible de médier une réponse transcriptionnelle
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chez  le  stade  ring  1-4h  spécifique.  Deux  réponses  transcriptionnelles  après  exposition  au  SCS

semblent  se  dégager  de  nos  données,  avec  une  réponse  spécifique  de  la  souche  mutée  3D7

Pfkelch13-C580Y avec l'enrichissement de la sous-population 8 ; et une réponse indépendante du

génotype  Pfkelch13, avec l'enrichissement de la sous-population 9, communes aux deux souches

testées.

L’hétérogénéité  du  transcriptome  des  rings  observé,  notamment  en  condition  physiologique,

suppose que ce stade est vraisemblablement un carrefour de différenciation de  P. falciparum. Les

changements transcriptionnels observés chez les rings 1-4h incubés avec le SCS concordent avec

les résultats  d'une précédente étude rapportant des changements importants du transcriptome de

parasites en état de stress in vivo chez les patients (Daily et al., 2007). De plus, nous savons qu’un

environnement  extracellulaire  dense  en  parasite  entraîne  chez  P.  falciparum l’induction  de

l'apoptose et des changements de profils d'expressions (Mutai et al., 2010 ; Chou et al., 2018). Ces

travaux sont donc cohérents avec nos observations et semblent confirmer que le stade ring 1-4h est

capable  d'intégrer  des  signaux  de  son  environnement  et  d'adapter  ses  profils  d'expressions.

L'ensemble de  ces  données  nous permet  de supposer  que les  parasites  de la  sous-population 9

correspondent  à  des  parasites  en  arrêt  de  croissance  puisque  l’exposition  au  SCS  induit  un

phénotype d'arrêt de croissance temporaire des stades ring de  P. falciparum, indépendamment du

génotype  Pfkelch13,  et  que  cette  sous-population  est  enrichie  de  manière  significative  après

exposition au SCS. On peut donc formuler l'hypothèse que la sous-population 9 serait constituée de

rings dormants, et serait enrichie après exposition à un stress. Pour démontrer cette hypothèse, la

purification spécifique des cellules de la sous-population 9 et leur mise en culture est nécessaire afin

d’évaluer leur progression dans le cycle asexué. Des analyses supplémentaires sur les biomarqueurs

spécifiques des sous-populations détectées sont en cours.

Conclusion générale.

En conclusion de cette thèse, l’étude de la résistance de P. falciparum à l'artémisinine a été

abordée  par  des  approches  transversales  associant  santé  publique,  diagnostic  et  recherche

fondamentale visant à explorer la biologie cellulaire du parasite au niveau métabolique, signalétique

et transcriptionnel.

Il  en  ressort  que  le  stade  ring  de  P.  falciparum apparaît  comme  une  cellule  particulièrement

plastique  tant  sous  les  aspects  phénotypiques  (arrêt  temporaire  de  croissance),  métaboliques

(alternance entre métabolisme des sucres ou des acides aminés pour la production d'énergie) et

transcriptomiques (hétérogénéité des transcrits parmi une population phénotypiquement homogène).

Le  stade  ring  a  donc un haut  potentiel  de résilience  et  d’adaptation  aux différentes  conditions
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auxquelles le parasite est confronté, notamment sa capacité à ‘sentir’ l’environnement et à détecter

les signaux de stress dans le milieu extracellulaire. Les données produites nous ont donc permis de

mieux  caractériser  la  dormance  du  stade  ring  comme  une  stratégie  de  survie  innée  chez  P.

falciparum, indépendante mais complémentaire de la résistance à l'artémisinine conférée par les

mutations  Pfkelch13. L'induction de la dormance par des facteurs extracellulaires de nature et de

concentration inconnues nécessite maintenant d’être explorée plus en détail.
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