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RESUME

Le paludisme est la premiére endémie parasitaire mondiale causée par le protozoaire
Plasmodium. Cette parasitose est responsable de 219 millions de cas et 660 000 décés par an. La
prévalence et la mortalité élevées sont liées notamment a la résistance des parasites aux
traitements existants, ce qui rend primordial le développement de nouvelles thérapeutiques. Pour
ce faire, une meilleure connaissance de la biologie fondamentale du parasite est nécessaire. Dans
ce contexte ’'un des axes de recherche concerne la régulation du cycle cellulaire chez Plasmodium
et notamment les mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation qui sont essentiels.

Parmi les nombreux acteurs des mécanismes de phosphorylation, la sérine/thréonine
protéine phosphatase de type 2A (PP2A) est, avec PP1, l'une des phosphatases majeures. Cette
phosphatase est impliquée dans de nombreux processus cellulaires notamment la mitose, la méiose
ou encore ’apoptose. Elle est composée d’une sous-unité catalytique (PP2Ac), d’une sous-unité
d’aide a l’agencement spatial (A) et d’une sous-unité régulatrice (B). Il existe quatre familles de
sous-unités régulatrices contenant chacune plusieurs membres qui permettent de réguler la
localisation, la spécificité et U’activité de PP2A. Il existe également des protéines régulatrices
indépendantes, notamment les inhibiteurs 1 et 2, la protéine a4 et le PhosphoTyrosyl Phosphatase
Activator (PTPA).

Chez Plasmodium falciparum, la protéine phosphatase de type 2A ou PfPP2A a été
identifiée et semble essentielle pour le développement asexué du parasite. Cependant, peu de
choses sont connues sur sa régulation chez le parasite. En effet, seul Uinhibiteur 2 de PP2A a été
décrit et caractérisé. Au cours de cette these, nous avons effectué par des études in silico un
recensement des régulateurs putatifs de PfPP2A. Ces études nous ont permis d’identifier la sous-
unité A et une unique sous-unité de type B. Parmi les régulateurs spécifiques, outre [’inhibiteur 2
déja caractérisé, ’analyse du génome du parasite montre qu’il contient un orthologue de
Uinhibiteur 1, d’a4 et de PTPA. Le projet de cette thése s’articule autour de la caractérisation
moléculaire et fonctionnelle de l’un de ces régulateurs : PfPTPA.

La caractérisation moléculaire de PfPTPA a permis de montrer dans ce travail la
conservation de cette protéine au cours de l’évolution. L’analyse de sa séquence a révélé que cing
des six motifs de fixation a la PP2A identifiés chez ’homme sont conservés. Par des études in vitro
et in vivo dans un modéle hétérologue, nous avons pu confirmer U'effet activateur de PfPTPA sur
PP2A. Par une approche de mutation unique d’acides aminés, nous avons identifié trois résidus
impliqués dans linteraction et U'activité de PfPTPA notamment le résidu G292 qui est essentiel
pour Uinteraction PfPTPA/PfPP2A. Nous avons ensuite montré par des études de génétique inverse
que PfPP2A et PfPTPA, qui sont présentes dans le méme compartiment cellulaire au cours du cycle
érythrocytaire, sont essentielles pour la complétion de cette phase du cycle du parasite.

En paralléle, ’analyse de la séquence de PfPTPA, a révélé la présence, spécifique au
parasite, d’un motif de fixation a la PP1 (motif RVxF). L’identification de ce motif, nous a incités a
étudier la relation entre PfPTPA et PfPP1. Nous avons ainsi pu montrer que PfPTPA était capable de
se lier a PfPP1 méme si elle est incapable de réguler son activité.

L’ensemble de ce travail de thése a permis de caractériser chez Plasmodium falciparum un
activateur de la protéine phosphatase de type 2A et de montrer sa spécificité par rapport a la
protéine humaine. Nos résultats, et notamment Uimplication de PfPTPA dans la régulation du cycle
cellulaire, font de ce régulateur une cible thérapeutique potentielle.



ABSTRACT

Malaria is the most deadly parasitic disease in the world caused by the Apicomplexa
protozoan Plasmodium falciparum. This parasite is responsible for 219 million cases and 660 000
deaths per year and the drug resistance increases the prevalence and the morbidity. The
emergence of multi-drug resistance requires the development of new therapeutics. Hence, a better
understanding of parasitic fundamental biology is necessary. In this context, one research axis is
the cell cycle regulation of Plasmodium, notably phosphorylation/dephosphorylation mechanisms
which are essential for the parasite.

Among the actors of the reversible phosphorylation, the serine/threonine phosphatase type
2A (PP2A) in eukaryote is, with PP1, one of the major phosphatases. It is involved in several cell
processes like mitosis, meiosis or apoptosis. PP2A is composed of a catalytic subunit (PP2Ac), a
scaffold subunit (A) and a regulatory subunit (B). There are four regulatory subunit families which
regulate location, specificity and activity of PP2A. Furthermore, several independent regulatory
proteins including inhibitor 1 and 2, the a4 protein or the phosphotyrosyl phosphatase activator
(PTPA) were identified.

In Plasmodium falciparum, the protein phosphatase type 2A named PfPP2A has been
characterized and seems to be essential for the parasite asexual development as shown by the
inhibition of parasitic growth after treatment with natural toxins inhibiting phosphatases. However,
its regulation is still poorly understood in Plasmodium. Indeed, only the PP2A inhibitor 2 is
characterized in P. falciparum and in P. berghei (a rodent specific Plasmodium species). Using an
in silico study, we have identified a putative scaffold subunit and only one B subunit. Among the
regulatory proteins, we have identified orthologs of the inhibitor 1, a4 and PTPA. The purpose of
this thesis is to study PfPTPA both of the molecular and functional levels.

The molecular characterization of PfPTPA showed the evolutionary conservation of this
protein. The PfPTPA sequence analysis revealed that five out of six amino acids involved in
interaction with PP2A in human, are conserved in P. falciparum. In vitro binding and functional
studies revealed that PfPTPA binds to and activates PfPP2A. Mutation studies showed that three
residues (V283, G292 and M296) of PfPTPA are indispensable for the interaction and that G292
residue is essential for its activity. Localization studies indicated that PfPTPA and PfPP2A are
localized in the same cellular compartment throughout the erythrocytic cycle of P. falciparum,
suggesting a possible interaction of both proteins in vivo. In Plasmodium falciparum, genetic
studies likely suggested the essentiality of PfPTPA for the completion of intraerythrocytic parasite
lifecycle. Functional studies, using Xenopus oocyte, showed that PfPTPA blocked the G2/M
transition.

Further analysis of PfPTPA sequence revealed that PfPTPA, unlike its human counterpart,
possess one of the most canonical binding motif to PP1 (RVxF motif). The identification of this RVxF
motif led us to study the role PfPTPA on PfPP1. Thus, we have shown that PfPTPA interacts with
PfPP1 but was unable to regulate PfPP1 activity in vitro.

This work allowed characterizing the PfPTPA, an activator of protein phosphatase type 2A
in Plasmodium falciparum and to show some specificities when compared to its human ortholog.
Our data which suggest that this regulator could be involved in cell cycle regulation, together with
its essentiality for the growth of P. falciparum strongly support the idea to explore it as potential
drug target.
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Introduction

A. LE PALUDISME

I. La maladie et ses conséquences socio-économiques

1. Un peu d’histoire ...

Le paludisme est une maladie parasitaire tres ancienne présente dans la vallée du
Nil depuis au moins 3000 ans avant notre ére (Miller, 1994). A I’époque, les papyrus
décrivent une mystérieuse maladie épidémique envoyée chaque année a la saison des
crues par la déesse Seckhmet (Ziskind, 2009). Le paludisme est un fléau pour ’homme
depuis des millénaires et on peut citer parmi les victimes les plus célebres Alexandre le
Grand, Lord Byron et Dante Alighieri.

Les premieres descriptions détaillées de la maladie furent faites par Hippocrate de
Cos (400 ans avant Jésus Christ), qui décrivit entre autres les fievres intermittentes, la
splénomégalie et la cachexie (affaiblissement profond de l’organisme) et qui les associa a
la présence des marais.

L’origine parasitaire de la maladie fut, elle, décrite pour la premiere fois en 1880
Ejl ¥ par Alphonse Laveran dans les hématies de patients atteints de « fievre
g ™= *M & des marais » ou « malaria ~. Il a été le premier a faire la corrélation entre
Y / une structure étrangére présente dans les globules rouges et les
symptomes de la maladie. Au cours de ses études, il essayait de
‘ comprendre l'origine de la mélanémie, c’est-a-dire la coloration brune de
A. Laveran certains organes tels que le foie, la rate ou encore le cerveau,
(1845-1922)  caractéristiquement observée dans les cas de paludisme. Il observe au
niveau de ces organes la présence dans le sang de pigment libre ou d’éléments pigmentés
présents dans des corps sphériques situés dans ou contre des hématies (Laveran, 1881).
Ces corps sphériques sont mobiles et parfois flagellés, ce qui lui confirme |’origine
parasitaire de la maladie. Il décrit un certain nombre de formes du parasite hématozoaire
qu’il nomme Oscillaria malariae, notamment les formes jeunes, les formes agées ou
rosaces mais aussi les gamétocytes. Il montre également que ’administration de quinine
détruit ce parasite (Laveran, 1982). Pour tous ses travaux sur le paludisme, il obtient en
1907 le prix Nobel de physiologie ou médecine.

Ses observations furent confirmées en 1883 par Ettore Marchiafava
(1847-1935) et Augusto Celli (1857-1914) (Ascenzi, 1999), qui nommerent le
parasite Plasmodium car le genre Oscillaria proposé par Laveran était déja
utilisé pour désigner une algue filamenteuse bleu-vert (Marchiafava, 1885).

: Le vecteur du parasite est quant a lui identifié en 1897 par Ronald
R. Ross Ross. En effet, ses travaux sur le paludisme des oiseaux l’ont conduit a
(1857-1932) " j4entifier des formes du parasite (oocystes) dans l’estomac de moustiques
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mais également dans leurs glandes salivaires (sporozoites) (Ross, 1897). Il obtient en 1902
le prix Nobel de physiologie ou médecine pour ses travaux. Et c’est en 1898, que Gianni
Battista Grassi (1854-1925) décrit avec Giuseppe Bastianelli (1862-1959) et Amico Bignami
(1862-1929) le cycle de vie de Plasmodium falciparum chez ’anophele et qu’ils montrent
que celui-ci est le seul vecteur de Plasmodium falciparum. Marchiafava et Bignami ont
contribué a U'identification de deux especes de Plasmodium : P. falciparum et P. vivax
(Ascenzi, 1999).

Camillo Golgi (1843-1926) a mis en relation les signes cliniques de la pathologie
(fievres) avec la phase de schizogonie de Plasmodium. Il a également montré que
Uapparition de fievre tierce et de fievre quarte était causée par la présence
respectivement de P. vivax et de P. malariae dans le sang des patients (Ascenzi, 1999).

2. Plasmodium : parasite responsable du paludisme

Plasmodium est donc le parasite responsable du paludisme. Il s’agit d’un
protozoaire du genre Plasmodium appartenant au phylum des Apicomplexa, groupe des
Alveolata, super groupe des Chromoalveolata (Adl, 2005 ; Adl, 2007 ; Dacks, 2008). Le
genre Plasmodium comprend prés de deux cents especes regroupées en deux taxons
principaux, le premier spécifique des mammiféres et le second spécifique des oiseaux et
des lézards (Martinsen, 2008). Toutes les espéces de Plasmodiums a |’exception de P.
mexicanum sont transmises par la piqlre d’un moustique femelle hématophage de la
famille des Culicidae. P. mexicanum (espece infectant les lézards) a lui pour vecteur un
insecte de la famille des Psychodidae. Toutes les especes de Plasmodium spécifiques des
mammiféres sont transmises par un moustique du genre Anopheles de la famille des
Culicidae indiquant que ’émergence des Plasmodiums chez les mammiféres est associée a
[’évolution et a l’acquisition de ’anophéle comme vecteur (Martinsen 2008).

Parmi les nombreuses especes de Plasmodiums, les plus étudiées et les plus
connues figurent les Plasmodiums murins tels P. berghei, P. yoelii ou encore P. chabaudi
qui servent de modéle pour I’étude du paludisme et les especes infectant ’homme. Cing
especes de Plasmodium sont responsables du paludisme chez ’homme : P. falciparum, P.
ovale, P. malariae, P. vivax et P. knowlesi. Bien que P. falciparum soit considérée comme
Uespece la plus répandue, la plus pathogene et la plus mortelle, P. vivax est également
trés représentée et serait responsable d’un certain nombre de formes séveres de
paludisme et de déces (Gething, 2012) (Cf. A | 4). Récemment, des cas de paludisme a P.
knowlesi, espéce infectant les singes, ont été décrits chez ’homme (Singh, 2004) méme si
Uincidence reste faible et localisée a I’Asie du Sud-Est et a quelques voyageurs (Kantele,
2011).

3. La pathologie

Les manifestations cliniques de la maladie apparaissent au cours du
développement érythrocytaire du parasite. La gravité de la pathologie dépend de ’espece
de Plasmodium infectante, de la quantité de parasites dans le sang et du statut

16



Introduction

immunitaire de U’hote. En effet, dans les zones endémiques, les infestations répétées
induisent la mise en place d’une immunité permettant de réduire le nombre d’accés
palustres et la sévérité de ceux-ci. A contrario, les voyageurs, les expatriés et les enfants
en bas age ne présentent pas de protection immunitaire et sont touchés par des formes
plus sévéres, souvent mortelles pour les enfants (Baird, 1998 ; Murphy, 2001).

a. L’acces palustre simple

La phase d’incubation, lors d’une primo-invasion, est silencieuse et peut durer
jusqu’a plusieurs mois. Les premiers symptomes peu évocateurs sont une fievre modérée
accompagnée parfois de maux de téte, d’une myalgie, de troubles gastro-intestinaux et
d’une cachexie. La pathologie évolue ensuite vers une phase d’état ou l'on observe
’apparition des symptomes caractéristiques de l’infestation, a savoir, la succession
d’acces palustres. Ceux-ci se caractérisent par une premiere phase d’hypothermie durant
laquelle le patient souffre de frissons intenses, suivie d’une phase d’augmentation de la
température corporelle qui peut alors atteindre 41°C et enfin une phase de suées
accompagnée d’une sensation de bien-étre annoncant la fin de l’acces palustre. En plus
de ces symptomes trés spécifiques, on observe parfois une anémie et une splénomégalie.
Le rythme de ces acces fébriles dépend de ’espece infestante. Ils s’enchainent tous les
deux jours lors d’une infestation a P. falciparum, P. vivax et P. ovale (fiévre tierce) et
tous les trois jours lors d’une infection a P. malariae (fievre quarte). Ces temps de
latence correspondent a la durée de la phase érythrocytaire des espéces parasitaires
incriminées et I’apparition des symptomes coincide avec la libération des parasites dans le
sang.

La maladie peut, en absence de traitement, évoluer vers une forme grave dans les
cas de paludisme a P. falciparum et plus rarement a P. vivax. Les patients présentent
alors une anémie sévere ainsi qu’une forte hypoglycémie et une acidose, conséquences
d’une détresse respiratoire et d’une défaillance rénale.

b. Le neuropaludisme

La pathologie peut évoluer vers le neuropaludisme ou accés pernicieux. Les
symptomes qui en découlent sont d’importantes convulsions suivies d’une perte de
conscience d’au moins 30 minutes aboutissant parfois au coma. Ces symptomes tres
spécifiques s’accompagnent d’une hypoglycémie sévere, d’une acidose et de
vomissements (Mishra, 2007). Le neuropaludisme est surtout observé chez les jeunes
enfants et les symptomes différent selon ’age. Il est mortel dans 15 a 20% des cas et
cause chez les survivants des séquelles neurologiques dans plus de 20% des cas (Boivin,
2007 ; John, 2008).

Les causes de cette forme de complication sont encore tres discutées. Deux
hypothéses sont principalement avancées : ’hypothese de la séquestration et ’hypothese
de Uinflammation. L’hypothese de la séquestration, formulée pour la premiere fois en
1894 par Marchiafava and Bignami (White, 2013), propose que l’adhésion des hématies
parasitées aux capillaires cérébraux et aux érythrocytes sains conduirait a |’obstruction
des vaisseaux, a une anoxie ainsi qu’a une accumulation de métabolites (notamment
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I’acide lactique) dans le cerveau entrainant le coma (Dondorp, 2000 ; Idro, 2005). La
seconde hypothese postule que lors de la lyse des hématies parasitées, des toxines
dérivées du parasite et des molécules intracellulaires de la cellule hote sont relarguées
dans la circulation induisant une réponse inflammatoire systémique conduisant a une
coagulopathie, une dysfonction des cellules endothéliales cérébrales, une accumulation
des leucocytes dans la micro-circulation du cerveau, une perte de lintégrité de la
barriére hémato-encéphalique, des vasoconstrictions cérébrales et des cedémes. Plus
récemment, une nouvelle hypothese a été avancée par Martins et al. en 2013. Selon eux,
les dommages au foie causeraient tous les symptomes du neuropaludisme. En effet, la
perte de fonction de détoxification du foie entrainerait ’accumulation de métabolites
toxiques issus de la dégradation de I’ammoniaque dans le cerveau ayant pour conséquence
une augmentation de la glutamine dans les astrocytes (Martins, 2013). Celle-ci
entrainerait un cedeme cérébral, une augmentation de la pression intracranienne et une
hernie du parenchyme cérébral. De plus, le dysfonctionnement du foie lui-méme peut
entrainer une augmentation de la prévalence des hémorragies, des dysfonctions
cérébrales et un coma (Martins, 2013). Le foie étant le siege de la synthése d’un certain
nombre de facteurs de coagulation et de la thrombopoiétine régulant la production des
plaquettes, la diminution des fonctions hépatiques peut expliquer la coagulopathie et la
thrombocytopénie qui pourraient étre la cause des hémorragies cérébrales. En [’absence
de faits clairement établis, il est envisageable que le neuropaludisme soit causé par un
mécanisme complexe impliquant des événements propres a chacune de ces hypotheéses.

c. Le paludisme de la femme primipare

Le paludisme a P. falciparum chez la femme primipare est dangereux a la fois pour
la femme gestante mais également pour le feetus. En effet, on observe, lors de
Uinfestation, la séquestration des hématies parasitées au niveau de ’endothélium
placentaire altérant les échanges mere/foetus. Cela peut conduire a la mort de la mere
gestante ou du feetus, une prématurité a [’accouchement et/ou un petit poids de
naissance dont les conséquences sont une augmentation du risque de mortalité périnatale
et "apparition de retard de développements physique et intellectuel (Rogerson, 2007).

L’accumulation et la séquestration des hématies parasitées sont causées par
Uinteraction de protéines parasitaires, exprimées a la surface des érythrocytes, avec un
certain nombre de protéines de U’hote exprimées a la surface de U’endothélium, du
placenta et des hématies saines (Baruch, 1999).

d. Le paludisme chronique

Cette forme de paludisme concerne plus particulierement les enfants autochtones
et les personnes immunodéprimées.

Elle est caractérisée par des fiévres légeres (37,5-38°C), une anémie, une paleur,
une dyspnée, une asthénie et une splénomégalie. L’anémie est le symptome le plus grave
pouvant conduire a une surmortalité, une aggravation de la dénutrition et enfin une
cachexie (Onwuamaegbu, 2004). Chez les enfants atteints, on observe souvent un retard
staturo-pondéral marqué. Il est a noter que la sous-alimentation est un facteur aggravant.
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En effet, les déces liés au paludisme sont multipliés par deux chez les enfants souffrant
de sous-alimentation partielle et par neuf chez les enfants séverement sous-alimentés
(Caulfield, 2004).

4. Impacts humains et socio-économiques du paludisme dans le monde

Le paludisme est la premiere endémie parasitaire et est majoritairement présent
dans les régions tropicales et subtropicales (Figure 1).
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Figure 1 : Distribution des pays ou régions présentant un risque de transmission du paludisme (Source :
Global Malaria Mapper 2013)

Selon les estimations de [’OMS dans son rapport sur le paludisme dans le monde en
2013, le paludisme est endémique dans 104 pays et 3,4 milliards de personnes, soit la
moitié de la population mondiale, sont exposées au paludisme. A I’échelle mondiale, 207
millions d’épisodes palustres ont été recensés dont 90% sont imputables a Plasmodium
falciparum. L’OMS estime a 627 000 le nombre de déces attribuables au paludisme en
2012 dont 77% ont concerné des enfants de moins de 5 ans (World Malaria Report 2013).
L’Afrique est le continent le plus touché. Il représente a lui seul plus de 80% des épisodes
palustres avérés et pres de 90% des déces imputables au paludisme dans le monde
(Tableau 1).

En plus d’avoir un colit humain important, le paludisme est également un frein au
développement socio-économique des pays ou il est endémique. En effet, il peut faire
diminuer le Produit Intérieur Brut (PIB) de 1,3%. Les colts sanitaires (individuels et
publics) sont tres importants. Dans les pays les plus durement touchés, le paludisme
représente jusqu’a 40% des dépenses de santé publique, 30 a 50% des hospitalisations et
jusqu’a 60% des consultations externes.

La lutte contre le paludisme reste donc une priorité pour ’OMS.
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Tableau 1 : Distribution des cas et des déces liés au paludisme dans le monde (Source : World Malaria
Report 2013). Les pourcentages de cas de paludisme a P. falciparum sont tirés du World Malaria Report 2012.

Nombre de cas estimés Nombre de déces estimés

% de cas a o % de déces d'enfants
o . . ; Nombre de| % du nombre ;
Région Estimation | Plasmodium o s .~ | moins de 5 ans par
; déces total de déces

falciparum zone
Afrique 165 000 000 98% 562 000 89,6% 82%
Amériques 800 000 35% 800 0,2% 27%
Méditérranée orientale 13 000 000 83% 18 000 2,9% 37%
Europe 2 000 0
Asie du Sud-Est 27 000 000 53% 42 000 6,7% 26%
Pacifique occidental 1 000 000 79% 3 500 0,6% 46%
Monde 207 000 000 90% 627 000 77%

5. Lutte contre le paludisme

La transmission du paludisme dépend de différents facteurs et acteurs : le parasite
lui-méme, le vecteur anophele, I’hote humain et enfin ’environnement. La lutte contre le
paludisme peut donc étre située a différents niveaux.

a. Mieux vaut prévenir que guérir

A partir du constat simple que les moustiques sont responsables de la transmission
de la maladie, la prévention du paludisme par la lutte contre le développement des
anopheéles est apparue comme primordiale. La présence du moustique dépend du climat,
de la saison et enfin des moments de la journée car ces derniers piquent
préférentiellement au crépuscule ou la nuit. Les températures élevées, une humidité
ambiante importante et la présence d’eau douce sont indispensables a la prolifération du
moustique. Ainsi, on observe généralement une recrudescence des cas de paludisme apres
la saison des pluies (Clements, 2009 ; Cohen, 2013).

Deux sortes d’actions sont envisageables afin de lutter contre ’anophéle. La
premiére consiste en la diminution des populations vectorielles, la seconde en |’évitement
des piqlres de moustiques.

i.  Diminution des populations vectorielles

Historiquement, la premiére stratégie visant a diminuer la population vectorielle a
consisté en ’assechement des points d’eau stagnante, lieu de pontes des moustiques.
C’est de cette facon que le paludisme a été éradiqué de certaines régions d’Europe
tempérée et d’Amérique du Nord. Cependant, cette méthode n’est pas applicable aux
régions tropicales et subtropicales ou les précipitations sont abondantes et ou la
végétation luxuriante offre de nombreuses niches écologiques favorables a la ponte des
ceufs et au développement des larves.
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Face a ces obstacles, des méthodes chimiques et biologiques ont été mises en
place pour limiter la prolifération des anophéles. Tout d’abord, des insecticides capables
de tuer a la fois les larves et les moustiques adultes ont été utilisés, notamment les
organochlorés comme le DDT (Dichloro-Diphényl-Trichloroéthane). Ces insecticides a
action rémanente sont utilisés en pulvérisation intra-domiciliaire. L’OMS estime que 4% de
la population mondiale est protégée par ces pulvérisations. Malheureusement, des
moustiques résistants a ces insecticides sont apparus et chaque lancement sur le marché
de nouveaux insecticides (successivement organochlorés, organophosphorés, carbamates
et pyréthrinoides) a été suivi de prés par ’apparition de résistances (Cui, 2006 ; Dabire,
2008). Des résistances a au moins ’un des insecticides ont été décelées dans 64 pays a
travers le monde selon ’OMS. L’apparition de ces résistances a nécessité une adaptation
des pulvérisations intra-domiciliaires. En effet, pour pallier aux résistances des
moustiques aux pyréthrinoides, ’utilisation d’insecticides non pyréthrinoides augmente.
Cependant, ces insecticides ont un colt plus élevé ce qui entraine une diminution des
pulvérisations intra-domiciliaires.

Des approches biologiques utilisant des toxines de Bacillus thuringiensis
spécifiques et actives contre les larves se sont également révélées efficaces (Ibrahim,
2013a). Les larves se nourrissant de bactéries, la stratégie consiste a introduire dans les
nappes d’eau des spores de Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti) qui contiennent un
cristal protéique composé de plusieurs protéines toxiques (des pro-toxines). Ces pro-
toxines sont solubilisées par le pH alcalin de Uintestin de la larve qu’elles atteignent une
fois ingérées et sont activées en toxines. Ces toxines interagissent avec des récepteurs de
la membrane plasmique (les cadhérines) conduisant a la perte de U’intégrité de celle-ci
puis a la cytolyse et donc a la mort de la larve (Mittal, 2003 ; Ibrahim, 2013b).

ii.  Evitement des piqlires de moustiques

La protection contre les piqlres de moustiques représente la seconde stratégie
intéressante. Elle consiste en 'utilisation de répulsifs (sous forme de lotion, d’aérosol ou
de créeme) et le port de vétements longs, imprégnés d’insecticides pour empécher les
pigires de moustiques. La mise en place de grillages anti-moustiques aux portes et
fenétres ainsi que l’utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticides a base de
pyréthrinoides sont également des méthodes tres efficaces. L’OMS estime que 42% de la
population a risque est équipée de ces moustiquaires imprégnées d’insecticide.
L’utilisation conjointe de ces moustiquaires avec la pulvérisation intra-domiciliaire reste
la meilleure protection contre les moustiques (Beier, 2008). En effet, cette technique
efficace et peu chere a permis de réduire la mortalité globale de 33% et la survenue de
paludisme grave chez les enfants de moins de cing ans de 44% (Nevill, 1996).

b. Les traitements

i. Les molécules

Bien que la mortalité causée par le paludisme soit élevée, cette maladie peut étre
curable si elle est prise en charge rapidement et efficacement.
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L’un des premiers traitements efficaces administré fut la quinine extraite de
’écorce de U’arbre du genre Cinchona présent dans la Cordillere des Andes. Seuls le
quinquina rouge et le quinquina jaune ont des propriétés antipaludiques. Ce traitement
était administré pour soigner les fiévres tierces avant méme lidentification du
Plasmodium, cause de ces fievres. La quinine, malgré les effets secondaires et les
nouvelles molécules mises sur le marché, est encore utilisée aujourd’hui en cas de
grossesse ou pour traiter les formes sévéres de paludisme (Parija, 2011).

Les antipaludiques se classent en plusieurs groupes de composés, les 8-amino-
quinoléines, les amino-4-quinoléines, les arylamino alcools, les antifolates et les dérivés
de Uartémisinine (Tableau 2). Les amino-4-quinoléines et les arylamino-alcools sont des
antipaludéens a effet intra-érythrocytaire, c’est-a-dire qu’ils traversent la membrane des
hématies puis celle des parasites et enfin pénetrent dans leur vacuole digestive ou ils
s’accumulent. Les antifolates sont des molécules a effet intra-érythrocytaire qui ciblent
également les sporozoites. La primaquine, elle, est efficace contre les sporozoites, les
formes intra-hépatiques et les gamétocytes. L’artémisinine est une substance active
médicamenteuse isolée de la plante Armoise annuelle Artemisia annua. La structure de
’artémisinine est completement asymétrique rendant sa synthese artificielle difficile. De
ce fait, un certain nombre de dérivés semi-synthétiques comme [’artésumate ou
’artéméther ont été élaborés. Ils présentent un colit de synthese plus faible et donc plus
intéressant.

Tableau 2 : Familles de molécules des principaux antipaludiques

Famille de molécules Nom des molécules Formes parasitaires ciblées

Formes hépatocytaires, les
8-Amino-quinoléine Primaquine gamétocytes, les hypnozoites,
les sporozoites

Amino-4-quinoléine Chloroquine, Amodiaquine ITeS formes 1.ntra-
érythrocytaires

Arylamino Alcool Quinine, Méfloquine, Halofantrine, Les formes intra-

Luméfantrine, Primaquine érythrocytaires
. Pyriméthamine, Triméthoprime, Les sporozoites et les formes
Antifolate . . , .
Proguanil intra-érythrocytaires
Dérivé de Artémisinine, Dihydroartémisinine, gfstgcigrgetsali?;;ae:t les
l'artémisinine Artésunate, Artéméther Y y

gamétocytes

Les mécanismes d’action de ces substances différent. Le mode d’action des
quinolines n’est pas encore complétement établi, mais ’une des hypothéeses avancées est
gu’elles inhibent la polymérisation du produit de dégradation de I’héme, ’hématine en
hémozoine dans la vacuole digestive du parasite. La formation de l’hémozoine est
indispensable pour protéger le parasite de la toxicité de ’hématine (Slater, 1993). Les
antifolates, comme leur nom lindique, inhibent la voie des folates, ainsi la
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pyriméthamine inhibe la dihydrofolate reductase thymidylate synthase (DHFR) tandis que
les sulphonamides inhibent la dihydropteroate synthase (DHPS) (Imwong, 2003). Le
mécanisme d’action de U'artémisinine et de ses dérivés est encore sujet a débat. Deux
hypotheses sont proposées, la premiere étant que ces composés entrainent la production
de radicaux libres conduisant a ’alkylation des protéines. La seconde suggere que
’artémisinine inhibe ’ATPase dépendante du calcium du réticulum sarco-endoplasmique
(Krishna, 2006).

ii.  La résistance aux molécules

Le probleme majeur actuellement dans le traitement du paludisme est la
résistance des parasites aux molécules présentes sur le marché. En effet, la
commercialisation de nouvelles molécules est suivie de pres par apparition de
résistances (Tableau 3). L’apparition de ces résistances est multifactorielle et fait
intervenir principalement la pression médicamenteuse, la non observance du traitement,
les migrations de ’hote et la capacité d’adaptation du parasite a son environnement.

Tableau 3 : Date de mise sur le marché et d’apparition des résistances des différents composés
antipaludiques

Date de mise sur Date d'apparition de

Roleus le marché la résistance
Quinine 1630 1910
Chloroquine 1945 1957
Amodiaquine 1948 1980
Proguanyl 1948 1949
Pyriméthamine 1952 1953
Mefloquine 1977 1982
Artémisinine 1979 2004
Atovaquone 1996 1996

La résistance des parasites est responsable de la recrudescence de cas de
paludisme dans des pays ou lincidence diminuait. Elle touche principalement P.
falciparum méme si des cas de P. vivax résistants a la chloroquine ont été décrits (Baird,
2009). Les mécanismes de résistance chez le parasite sont connus. La mutation du gene
pfcrt a la position 76 entraine Uefflux de la chloroquine hors de la vacuole digestive
(Foley, 1997). De méme, le polymorphisme du gene pfmdr1 est impliqué dans la
résistance du parasite a la chloroquine in vitro (Dorsey, 2001), a la méfloquine, a
Uartésunate (Price, 1999), a la quinine et a la dihydroartémisinine (Duraisingh, 2000). La
résistance aux antifolates est due a une mutation dans le géne dhfr diminuant U’affinité
des antifolates a la DHFR (Imwong, 2003). Il existe également des souches résistantes a
plusieurs drogues. Les régions ou les parasites sont résistants aux quinolines, aux anti-
folates et aux dérivés de ’artémisinine sont classifiées comme des zones de résistances
multi-drogues établies. Ces régions semblent localisées aux frontieres Thailandaises avec

23



Introduction

le Cambodge et la Birmanie. Quelques régions en Amazonie rapportent également des cas
sporadiques de résistance a la méfloquine et présentant une sensibilité a la quinine
diminuée. Les régions ou ’on observe une résistance a la chloroquine, aux antifolates et
ou il y a potentiellement une résistance a un autre groupe d’antipaludique sont
considérées comme des zones d’émergence de multi-résistances (Wongsrichanalai, 2002).

Pour éviter la propagation de ces foyers de multi-résistances, ’OMS préconise
depuis 2001 une Combinaison Thérapeutique a base d’Artémisinine (CTA) dans les cas de
paludisme sans complication. Les artémisinines entrainent une clairance parasitaire rapide
et une disparition rapide des symptomes. Cette combinaison permet de diminuer le
nombre d’échecs observés lors de la monothérapie d’autant plus que la demi-vie courte
des dérivés de ’artémisinine est palliée par I’association a des composés ayant une demi-
vie plus longue (Woodrow, 2006 ; Eastman, 2009). Cing CTA sont communément
administrées : artéméther + luméfantrine, artésunate + amodiaquine, artésunate +
méfloquine, artésunate + sulfadoxine-pyriméthamine et enfin dihydroartémisinine +
pipéraquine. Le choix de la CTA dépend des résistances aux drogues partenaires observées
sur le terrain. Il est conseillé également par ’OMS d’administrer une dose unique de
primaquine en plus d’une CTA pour empécher la transmission, car la primaquine est plus
efficace que les artémisinines pour détruire les gamétocytes. Malheureusement, les CTA
restent inefficaces dans les zones ou des résistances multi-drogues sont établies (Rogers,
2009).

c. La vaccination

A Uheure actuelle, aucun vaccin n’existe pour lutter contre le paludisme malgré de
nombreuses recherches. L’absence de réussite en dépit des études peut s’expliquer par le
cycle de vie complexe du parasite (Cf. A.1l.2), qui présente un polymorphisme antigénique
impressionnant. Ce polymorphisme a pour conséquence ’impossibilité pour ’homme de
créer une immunité efficace, compléte et stable. En effet, 'immunité mise en place ne
protége jamais complétement et nécessite des expositions fréquentes au pathogene. Cela
se vérifie chez les expatriés qui ne sont plus protégés et sont susceptibles aux acces
palustres lors de leur retour dans le pays d’origine. Plusieurs stratégies sont en cours de
développement et ciblent trois mécanismes essentiels: la pénétration et le
développement des sporozoites dans les hépatocytes, la pénétration des mérozoites et
leur développement dans les érythrocytes et enfin la transmission en induisant notamment
chez le moustique la production d’anticorps empéchant la maturation des stades sexués.

Le vaccin le plus prometteur et le plus abouti est le RTS,S développé par
GlaxoSmithKline (GSK). Le RTS,S cible le stade sporozoite de P. falciparum. Il s’agit d’une
protéine de fusion comprenant 207 a 395 acides aminés de la protéine circumsporozoite et
un antigene de surface du virus de !’hépatite B (RTS), co-exprimée dans Saccharomyces
cerevisiae avec un antigene de surface du virus de U’hépatite B (S). Le polypeptide
résultant forme spontanément des particules semblables aux particules virales auxquelles
est ajouté l’adjuvant ASO1 de la société Agenus. Ce vaccin est actuellement en étude
clinique de phase lll. Les premiers résultats montrent que le vaccin réduit les épisodes
cliniques et les formes séveres de paludisme d’environ 50% chez les enfants de 5 a 17 mois
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méme si la protection diminue au cours du temps (12 mois apres la troisieme injection)
(Agnandji, 2011). Malheureusement, ce vaccin ne permet pas de protéger les bébés de 6 a
12 semaines (Rts, 2012). De plus, ce vaccin ne dispense pas de lutilisation de moyens
préventifs notamment [’utilisation de moustiquaires imprégnées d’insecticide (Richie,
2012). Depuis ces premiers résultats obtenus en phase Ill, de nouvelles analyses des
données obtenues au cours de la phase Il montrent que Uefficacité du vaccin diminue
lorsque la prévalence augmente. En effet, le vaccin est efficace dans 48% des cas dans des
zones ou la prévalence est faible (10%) et Uefficacité chute a 7% dans des zones a haut
risque (prévalence de 70%). De plus, Uefficacité diminue au cours du temps et la
vaccination n’a plus aucun effet aprés trois ans (Bejon, 2013). Ainsi, bien que les
premieres données de la phase |l soient plutot positives sur U’efficacité du vaccin chez les
enfants mais également chez les adultes vivant dans les zones endémiques (Bojang, 2001 ;
Alonso, 2004b ; Bojang, 2006 ; Aponte, 2007 ; Bejon, 2008 ; Sacarlal, 2008 ; Bojang, 2009
; Polhemus, 2009 ; Sacarlal, 2009), les nouvelles données nuancent ’efficacité du vaccin.
Cependant, le directeur général de GSK, Andrew Witty, estime que méme si ’efficacité
du vaccin diminue au cours du temps et que ’efficacité est un peu plus faible qu’espérée,
le nombre de cas et surtout de cas graves évités en font un outil efficace (Riedmann,
2013). Les résultats définitifs sont attendus en 2014 et une recommandation de ’OMS
relative a l'utilisation ou non de ce vaccin sera formulée en 2015 (OMS, Paludisme aide-
mémoire 2012).

d. Les recommandations de [’OMS aux voyageurs

Etant donnés les risques encourus et la gravité potentielle des infections palustres
chez les personnes non-immunes, U'OMS recommande une chimioprophylaxie aux
voyageurs se rendant dans un pays a risque de transmission du paludisme. Celle-ci
dépendra du groupe d’appartenance du pays de destination. En effet, les régions
impaludées sont classées en trois groupes selon le niveau de résistance a la chloroquine.

Pour le groupe un, c’est-a-dire les régions ou il n’y a pas de résistance a la
chloroquine, la chloroquine commercialisée sous le nom de Nivaquine ®100 est le seul
médicament préconisé. Le traitement doit étre initié le jour du départ et poursuivi quatre
semaines apres le retour.

Dans les pays du groupe deux, ou l’on observe la chloroquino-résistance, deux
options sont envisageables. Soit le voyageur prend un traitement associant la chloroquine
au proguanil (Nivaquine®100 + Paludrine®100 ou Savarine®), a commencer dés l'arrivée
dans le pays a risque et a continuer quatre semaines apres le retour, soit un traitement
associant l’Atovaquone et le Proguanil (Malarone®) a débuter le jour de ’arrivée dans le
pays concerné et a poursuivre une semaine apres le retour. Il faut préciser que les enfants
ne peuvent étre traités par la Savarine®, mais qu’il n’existe aucune contre-indication
pour les femmes enceintes. Par contre la Malarone® est, elle, déconseillée aux femmes
enceintes car les données sur la relation entre le suivi de grossesse et |’Atovaquone sont
insuffisantes. De plus l’administration de Malarone® doit étre limitée a trois mois.
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Dans les zones de prévalence élevée de chloroquino-résistance ou de multi-
résistances appartenant au troisieme groupe, trois possibilités sont proposées. D’abord la
méfloquine sous forme de Lariam®250. Il est conseillé de commencer le traitement dix
jours avant le départ afin de vérifier "absence d’effets secondaires puis poursuivre le
traitement trois semaines apres avoir quitté la zone d’endémie. Ensuite la Malarone®
peut également étre administrée et enfin le monohydrate de Doxycycline (Doxypalu® ou
Granudoxy®) ou l’hyclate de Doxycycline (Doxy®100 Gé ou Doxy®50 Gé). La doxycycline
est contre-indiquée avant l’age de huit ans et a partir du deuxieme trimestre de grossesse
et déconseillée lors du premier trimestre. Le traitement est a commencer le premier jour
du voyage et est a poursuivre quatre semaines apres le retour.

Il est évident que la prévention contre les piglres de moustique est a mettre en
place, c’est-a-dire porter des vétements longs imprégnés d’insecticide, appliquer un
produit répulsif sur les parties découvertes du corps, éviter de sortir entre 22h et 5h du
matin, période d’activité des moustiques, et dormir sous une moustiquaire imprégnée
d’insecticide.

Il. Le parasite

1. Physiologie du parasite

L’apicomplexe Plasmodium, responsable du paludisme, est un parasite
intracellulaire obligatoire. Les apicomplexes, dont fait également partie Toxoplasma, sont
caractérisés par la présence d’un organite homologue au chloroplaste chez les plantes :
’apicoplaste. Cet apicoplaste résulte d’une symbiose ancestrale entre un organisme
phagotrophique et une algue apparentée aux algues rouges. Il est indispensable au
parasite pour sa multiplication asexuée (Fichera, 1997 ; He, 2001). Il possede un ADN
circulaire encodant toute la machinerie nécessaire a sa réplication. Le role de ce plaste
n’est pas trés bien connu. Contrairement au chloroplaste, il ne permet pas la
photosynthése mais son ADN code pour un systéme de biosynthése des acides gras (Waller,
1998). Il coopérerait également avec la mitochondrie dans la synthése de I’heme (Ralph,
2004 ; Nagaraj, 2008 ; Nagaraj, 2009a ; Nagaraj, 2009b ; Nagaraj, 2010a ; Nagaraj,
2010b). De plus, I’apicoplaste possede une voie de synthése de ’isopentenyl diphosphate
impliquée dans la biosynthése des isoprénoides qui permettent la production des stéroides
et des stérols (Jomaa, 1999).

Les apicomplexes possédent également un complexe apical composé d’organites
sécréteurs dont les rophtries, les micronemes et les granules denses. Ces organites
sécrétent des protéines nécessaires a l’adhérence et a U'invasion des cellules de ’hote
comme nous le verrons par la suite.

Plasmodium contient également une mitochondrie unique, un réticulum
endoplasmique granuleux et un appareil de Golgi.
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2. Cycle de vie

Le cycle de vie de Plasmodium est complexe et fait intervenir deux hotes. Un hote
intermédiaire, vertébré au sein duquel se déroule la phase asexuée et un hote définitif, la
femelle hématophage d’un moustique du genre Anopheles, siege de la phase sexuée
(Figure 2).

Mosquito Stages Stages Human Blood Stag

Figure 2 : Cycle de vie de Plasmodium (d’aprés (Griffith, 2007)). Le parasite effectue la phase sexuée de
son cycle chez le moustique et migrera dans les glandes salivaires de l'insecte (cadre de gauche). Ces
parasites seront inoculés a ’lhomme, lors de la piqiire, dans lequel ils effectueront leur phase asexuée (cadres
de droite). Aprés injection, ils se dirigeront vers le foie, siége de la phase hépatique (cadre au centre en
haut) ou ils se multiplieront. Puis les parasites envahiront les érythrocytes dans lesquels se déroule le cycle
érythrocytaire (cadre en bas a droite).

a. La phase asexuée chez le vertebré

La phase asexuée du cycle biologique se déroule en deux phases, une phase
hépatique et un cycle érythrocytaire.

i.  La phase hépatique

Lors d’un repas sanguin, la femelle anophéle introduit des sporozoites via sa salive
dans la circulation sanguine. Ces parasites mobiles se déplacent dans la peau et 50%
d’entre eux finiront par s’immobiliser et mourir. Les autres se dirigent vers la circulation
sanguine (70% d’entre eux) et vers la circulation lymphatique (30% d’entre eux) durant
’heure suivant la piqlire du moustique (Amino, 2007 ; Yamauchi, 2007) (Figure 3). Vingt-
cing pourcents des sporozoites injectés dans la circulation lymphatique se retrouvent
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piégés dans le ganglion lymphatique le plus proche et la majorité d’entre eux sont
phagocytés par les cellules dendritiques, tandis que certains commencent a se développer
en forme exo-érythrocytaire. Cependant, leur différentiation ne sera pas complete et ils
finiront par étre détruits par le systéme immunitaire de ’hote (Amino, 2007). Les
sporozoites empruntant la circulation sanguine se dirigent vers le foie.
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Figure 3 : Phase exo-érythrocytaire du cycle biologique de Plasmodium. a) Les sporozoites injectés par la
piqlre du moustique empruntent la circulation lymphatique (jaune) ou la circulation sanguine (rouge). b) Dans
les sinusoides hépatiques, le sporozoite traverse ’endothélium par les cellules de Kupffer avant de pénétrer
dans un hépatocyte. c) Le parasite traverse plusieurs hépatocytes avant de s’installer dans une vacuole
parasitophore dans un hépatocyte. La, il se développe en un schizonte déformant U’hépatocyte. d) Ce
schizonte libére des milliers de mérozoites directement dans le sang ou des mérosomes. Ceux-ci vont, aprés
migration, libérer des mérozoites infectieux dans le sang. Ces mérozoites vont alors débuter le cycle
érythrocytaire (D’aprés (Prudencio, 2006)).
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Au niveau des sinusoides hépatiques, les sporozoites franchissent l’endothélium par
les cellules de Kupffer via une vacuole parasitophore les protégeant de la dégradation par
les lysosomes (Pradel, 2001). Une fois dans ’espace de Disse, le sporozoite traverse
plusieurs hépatocytes sans leur causer de dommages avant d’envahir un hépatocyte dans
lequel il se loge dans une vacuole parasitophore afin de mettre en place la phase exo-
érythrocytaire de son cycle (Mota, 2001). Il perd alors ses organites sécréteurs afin de
former un trophozoite hépatique uninucléé. Le parasite commence ensuite une division
cellulaire conduisant a la formation d’un schizonte hépatique composé de milliers de
mérozoites, formes infectieuses des hématies. La rupture de la membrane de la vacuole
parasitophore et de la membrane plasmique de |’hépatocyte permet alors la libération des
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mérozoites directement dans le sang ou de mérosomes, qui apres avoir circulés dans le
sang libéreront les mérozoites dans les capillaires pulmonaires, ou ils débuteront le cycle
érythrocytaire (Baer, 2007) (Figure 3 et Figure 2). Dans les infections a P. ovale et P.
vivax, certains des trophozoites hépatiques resteront sous une forme quiescente appelée
hypnozoite. Ces hypnozoites sont a ’origine des rechutes observées plusieurs semaines
voire plusieurs années apres la primo-infection.

ii.  Le cycle érythrocytaire

Les mérozoites libérés dans le sang vont envahir les érythrocytes selon un schéma
séquentiel caractéristique. Les micronemes sécretent a la surface du mérozoite des
adhésines permettant U’interaction avec la membrane de U’érythrocyte. Cette interaction
induit une réorientation du mérozoite dont le pole apical va se fixer de facon irréversible
a la membrane de ’hématie. Des jonctions serrées vont s’établir entre le parasite et
’érythrocyte. Les rophtries vont alors libérer leur contenu qui permet la formation de la
membrane de la vacuole parasitophore et le déplacement du parasite dans cette vacuole.
Les jonctions serrées vont se déplacer au fur et a mesure de U’entrée du parasite dans
’érythrocyte. Quand linvasion sera compléte, les membranes de U’érythrocyte vont
fusionner formant la vacuole parasitophore grace aux protéines sécrétées par les granules
denses (Pour revue (Cowman, 2012)) (Figure 4). Dés qu’il est entré dans ’érythrocyte, le
mérozoite va commencer a se différencier en anneau.
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Figure 4 : Schématisation de l'invasion de l'érythrocyte par le mérozoite (D’aprés (Srinivasan, 2011)).

L’anneau (entre 1 heure et 18 heures post-invasion (pi)) est caractérisé par une
zone centrale claire. Dés ce stade précoce, le parasite endocyte le contenu de ’hématie
par le cytostome et le digére. Le catabolisme de |’hémoglobine résulte en la formation de
dérivés de U’heme qui sont convertis en un cristal inerte brun appelé hémozoine.
L’hémozoine s’accumule dans des vacuoles pigmentaires qui fusionneront en une seule et
unique vacuole au cours du développement. De plus, un systeme tubulo-vésiculaire,
permettant ’exportation de protéines parasitaires vers le cytoplasme de |’érythrocyte
hote, est mis en place (Figure 5). Le volume du parasite augmente et il se transforme en
trophozoite (de 19 heures a 30 heures pi). Ce stade se caractérise par une augmentation
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de U'exportation des protéines parasitaires a la surface de ’hématie. Ces protéines vont
s’agréger et former de petites protubérances a la surface de l’érythrocyte appelées
« knobs ». On observe une augmentation de la synthese protéique. Le stade schizonte,
ultime stade de développement du parasite dans U’hématie, débute dés la premiere
division cellulaire. Il s’agit d’une endomitose, c’est-a-dire qu’il n’y a pas de disparition de
Uenveloppe nucléaire. Le noyau se divise en moyenne quatre fois conduisant a la
formation de seize noyaux fils. En paralléle, il y a multiplication des mitochondries et des
apicoplastes, de méme que le réticulum endoplasmique et les ribosomes proliferent et
qu’une vacuole lipidique est créée pour servir de citerne pour la mise en place des
membranes. Des centres de formation de mérozoites sont créés dans lesquels
s’accumulent les organites et structures indispensables au mérozoite notamment les
rhoptries. Ces centres se placent a la périphérie du parasite et sont responsables de la
forme de rosace caractéristique observable en microscopie. Les mitochondries, les
apicoplastes ainsi que les noyaux migrent vers les mérozoites. Des cercles de constriction
séparent ensuite chaque mérozoite du corps résiduel du schizonte qui contient encore la
vacuole pigmentaire. Finalement, les membranes de la vacuole parasitophore et de
’érythrocyte perdent leur intégrité et les mérozoites sont alors libérés dans la circulation
ou ils pourront envahir de nouveaux érythrocytes (Bannister, 2000) (Figure 5 et Figure 2).

Schizonte Trophozoite

Figure 5 : Structure des formes érythrocytaires du parasite. Le mérozoite qui envahit ’érythrocyte se
développe rapidement en un anneau puis en trophozoite. Le stade schizonte commence dés la premiére
division cellulaire par endomitose. Il y a ensuite individualisation des mérozoites autours des noyaux fils et la
synthése des organites propres au mérozoite (Rhoptries, micronémes, granules denses). Pour plus de lisibilité
les structures ont été annotées par des lettres dont voici la signification : N, Noyau; A, Apicoplaste; Mi,
Mitochondrie; uT, microtubules ; GD, Granule Dense ; M, Microneme ; R, Rhoptrie ; Ri, Ribosome ; MP,
Membrane Plasmique ; REG, Réticulum Endoplasmique Granuleux ; G, Appareil de Golgi, VE, Vésicule
d’Endocytose ; C, Cytostome ; VP, Vacuole Pigmentaire ; VD, Vacuole Digestive ; pT, petit tubule ; (T, long
tubule ; FM, Fuseau Mitotique (Bannister, 2000).
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iii.  La gamétocytogénese

En paralléle du cycle érythrocytaire, certains mérozoites vont se différencier en
gamétocytes males ou femelles. Le destin des mérozoites est prédéterminé. En effet, tous
les mérozoites issus d’un méme schizonte partagent le méme destin vers la prolifération
asexuée ou la différenciation sexuée (Bruce, 1990). De plus, si leur destin est de se
différencier en gamétocytes, les mérozoites donneront tous le méme sexe (Silvestrini,
2000). Les facteurs expliquant cette différenciation in vivo sont encore mal connus
(Trager, 2005). Mais il est établi que ’anémie et une faible densité parasitaire entrainent
la gamétogénese (Cameron, 2013). In vitro, de nombreux facteurs induisent la
gamétocytogénése tels que la chloroquine, des lysats d’érythrocytes, des hormones, un
taux important de réticulocytes ou encore certains inhibiteurs de synthése d’acides
nucléiques (Baker, 2010). Les gamétocytes sont séquestrés dans la rate et la moelle
osseuse puis le dernier stade de leur développement, qui comporte cing stades, est libéré
dans la circulation sanguine et pourront lors d’un repas sanguin infecter un anophele
femelle et ainsi poursuivre la phase sexuée de leur cycle chez le moustique.

b. La phase sexuée chez le moustique

L’ingestion des gamétocytes par le moustique lors d’un repas sanguin active la
formation de gameétes males et femelles dans la lumiere de lintestin moyen (sorte
d’estomac). Un gamete male et un gameéte femelle fusionnent et forment un zygote, seule
forme diploide du cycle de Plasmodium. Deés la formation du zygote, la méiose et la
recombinaison génétique débutent et le zygote devient oocinete. L’oocinéte mobile
traverse la membrane péritrophique entourant le repas sanguin et pénétre dans les
cellules épithéliales de U'intestin moyen par le pole apical pour en ressortir par le pole
basal. Cette transmigration permet l’activation de |’oocinéte qui perd sa mobilité et se
fixe au pole basal. La, l’oocinéte se transforme en oocyste, seul stade de développement
du parasite qui soit extracellulaire. Plusieurs mitoses successives et une invagination
interne de la membrane plasmique conduisent a la formation d’une cellule syncytiale
composée de lobes contenant chacun un noyau. Ces lobes sont appelés sporoblastes. Les
sporozoites vont ensuite bourgeonner et se détacher de facon asynchrone et semblent
bourgeonner par vagues successives du sporoblaste. L’oocyste contient alors des milliers
de sporozoites qui acquierent peu a peu leur mobilité. Les sporozoites sont ensuite libérés
dans ’hémolymphe. Ils atteindront pour certains d’entre eux les cellules acineuses des
glandes salivaires qu’ils traverseront afin d’atteindre les canaux des glandes salivaires.
Ainsi, lors d’un prochain repas sanguin de la femelle moustique, des sporozoites seront
injectés a I’hote et poursuivront le cycle de vie du parasite (Pour revue (Aly, 2009))
(Figure 2 et Figure 6).

Tous ces éléments permettent de comprendre que Plasmodium a un cycle de vie
tres complexe. De ce fait, le développement du parasite a travers des stades
structurellement et métaboliquement différents nécessite une régulation tres fine. Celle-
ci fait intervenir de nombreuses protéines régulées entre autres par des modifications
post-traductionnelles.
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Figure 6 : Cycle de vie sexué de Plasmodium (D’apreés (Aly, 2009)).

B. LES PHENOMENES DE PHOSPHORYLATION/
DEPHOSPHORYLATION CHEZ PLASMODIUM FALCIPARUM

Les modifications post-traductionnelles regroupent un certain nombre de
modifications enzymatiques permettant U'activation, Uinhibition, la séquestration, la
relocalisation ou encore ’interaction des protéines. Elles interviennent apres la synthese
de la protéine et consistent en la modification des acides aminés qui la composent. Parmi
les modifications post-traductionnelles on retrouve la méthylation, ’acétylation, la
glycosylation, [’ancrage lipidique, l'ubiquitination ou encore la phosphorylation. Ces
modifications sont catalysées par des enzymes spécifiques et sont toutes catalysées chez
P. falciparum (Pour revue (Chung, 2009)).

L’une des modifications post-traductionnelles les plus étudiées est la
phosphorylation/déphosphorylation catalysées respectivement par les kinases et les
phosphatases. La phosphorylation est la réaction d'estérification de la chaine latérale d’un
acide aminé, par addition d'un groupement phosphate (Figure 7). Il faut savoir que les
kinases et les phosphatases n’ont pas que des protéines comme substrat, elles peuvent
également (dé)phosphoryler des lipides (lipide kinase/lipide phosphatase) ou encore des
nucléotides (nucléoside et nucléotide kinase/nucleotidase). De plus, méme si la
phosphorylation sur les protéines est généralement réalisée sur des résidus sérines,
thréonines ou tyrosines, certaines enzymes sont capables de (dé)phosphoryler des
histidines, des lysines ou encore des arginines (pour revue (Ciesla, 2011)). Cependant par
souci de simplicité, seules les kinases et les phosphatases ayant pour substrat des
protéines (protéine kinases/protéine phosphatases) sur des résidus sérines, thréonines et
tyrosines seront énumérées et décrites ci-dessous.
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Figure 7 : Schématisation des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation. Une protéine kinase

transfére un groupement phosphate d’une molécule d’ATP sur la chaine latérale d’un acide aminé, tandis que
la protéine phosphatase le retire.

Chez Plasmodium, 26% des protéines prédites sont phosphorylées (Treeck, 2011).
Plusieurs acides aminés peuvent étre phosphorylés dont des sérines dans 89,1% des cas
chez P. falciparum, des thréonines dans 10,4% des cas et enfin des tyrosines qui ne
représentent que 0,51% des résidus phosphorylés (Treeck, 2011) (Figure 8a). Le taux de
phosphorylation des tyrosines chez P. falciparum mais également chez Toxoplasma gondii
est beaucoup plus faible que chez les autres organismes. En effet, les tyrosines ne
représentent que 0,51% et 0,25% des résidus phosphorylés chez P. falciparum et T. gondii
respectivement (Treeck, 2011) alors qu’elles représentent de 1 a 4% des résidus
phosphorylés chez les autres organismes (souris, levure...) (Huttlin, 2010 ; Tan, 2012). Les
phosphorylations régulent ’activité de protéines impliquées dans de nombreux processus
cellulaires tels que la réplication de ’ADN, la protéolyse, le métabolisme ou encore le
cycle cellulaire (Figure 8b).
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Figure 8 : La phosphorylation chez Plasmodium falciparum. (a) Distribution des sites de phosphorylation
(D’apres Treeck, 2011). (b) Implication des protéines phosphorylées dans les principaux mécanismes
cellulaires chez P. falciparum (D’apreés (Solyakov, 2011)).

Dans cette partie, nous allons nous intéresser aux protéine kinases et phosphatases
de Plasmodium falciparum. Nous listerons ainsi les protéines identifiées et/ou
caractérisées chez le parasite. Les protéines ont été identifiées selon leur nom déposé sur
PlasmoDB, soit le nom qui leur a été donné soit leur numéro d’accession. Les protéines qui
ont fait l’objet d’études sont écrites en gras dans les différents tableaux.
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I. Les kinases

Le génome de Plasmodium falciparum code pour quatre-vingt-neuf (Ward, 2004)
ou quatre-vingt-dix-neuf protéine kinases (Anamika, 2005) selon les études, ce qui
correspond a 1,1 - 1,6% du génome complet. Ces enzymes catalysent le transfert du
groupe phosphate en position y de UATP sur le groupement OH de la sérine, de la
thréonine ou de la tyrosine des protéines cibles. Le kinome de Plasmodium falciparum
comporte entre soixante-cing (Ward, 2004) et soixante-douze (Talevich, 2011) protéine
kinases spécifiques des eucaryotes (ePKs) et quatre protéine kinases atypiques (aPK). Il
code également pour un groupe de vingt et une protéine kinases spécifiques des
apicomplexes nommées FIKK (Tableau 4). Parmi toutes les kinases, trente-sept ont été
étudiées voire caractérisées biochimiquement (Tableau 4). De plus, une étude
systématique d’interruption de génes des kinases putatives a été faite par Solyakov et al.
et a montré U’essentialité de trente-six protéine kinases et la non-essentialité de vingt-
quatre protéine kinases (Tableau 4) (Solyakov, 2011).

1. Les ePKs

a. Les tyrosine kinases et les homologues des tyrosine kinases

Il est intéressant de noter que P. falciparum ne posséde aucune protéine tyrosine
kinase. Ce n’est pas vraiment surprenant puisque c’est le cas d’un grand nombre
d’organismes unicellulaires dont la levure. En effet, les tyrosine kinases sont impliquées
majoritairement dans les voies de signalisation liées aux récepteurs aux hormones ce qui
en fait des acteurs essentiels dans la communication intercellulaire. On pensait méme que
seuls les organismes pluricellulaires possédaient des protéine tyrosine kinases. Or, une
étude phylogénétique a montré en 2004 que quelques organismes unicellulaires comme
l’algue verte (Chlorophyta) Chlamydomonas reinhardtii, U’hétérokonte Phytophthora
infestans et le protozoaire Lobosa Entomoeba histolytica possédaient des protéine
tyrosine kinases (Shiu, 2004). P. falciparum n’a donc pas de tyrosine kinase mais par
contre il code pour des protéines sérines-thréonines kinases ayant des homologies de
séquence avec des protéine tyrosine kinases. Ces protéines sont conservées au cours de
’évolution de U’homme aux plantes. Initialement, cing de ces protéines ont été
identifiées (Ward, 2004). Une analyse plus fine a permis de montrer que le génome de P.
falciparum ne code en fait que pour quatre protéines orthologues des tyrosine kinases
PfTKL1, PfTKL2, PfTKL3 et PfTKL4 (Abdi, 2010). Parmi ces protéines, PfTKL2 et PfTKL3 ont
été caractérisées et sont catalytiquement actives. PfTKL2 est une protéine
ubiquitairement exprimée au cours du cycle érythrocytaire et dans les gamétocytes, qui
est sécrétée dans l’érythrocyte hote et le milieu de culture. Cette protéine pourrait étre
impliquée dans la modulation du systéeme immunitaire permettant la survie du parasite
(Abdi, 2013). PfTKL3 est une protéine essentielle pour la complétion du cycle
érythrocytaire. Son activité catalytique nécessite la présence d’un domaine SAM (sterile a
domain) qui est impliqué dans les interactions protéine/protéine et dans le cas de PfTLK3
de ’homodimérisation (Abdi, 2010).
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Bien qu’aucune protéine tyrosine kinase a proprement parlé ne soit codée par le
génome de P. falciparum, il existe deux protéines, PfMAP1 et PfNEK3, qui ont été décrites
comme des kinases a double spécificité c’est-a-dire capables de phosphoryler des sérines
ou des thréonines mais également des tyrosines (Graeser, 1997 ; Low, 2012). Cependant,
la capacité de PfMAP1 a phosphoryler une tyrosine semble limitée aux phénomenes
d’autophosphorylation (Graeser, 1997).

b. La voie des MAP kinases

La voie des MAP kinases est constituée de protéines MAP (Mitogen-activated
protein) kinases (MAPK) et de protéines participant a la cascade de signalisation des MAP
kinases. Parmi ces protéines on retrouve les protéines MAP kinases kinases (MAPKK) qui
phosphorylent les MAPK et les MAP kinases kinases kinases (MAPKKK ou MAP3K) qui
phosphorylent les MAPKK. Les MAPKK et les MAP3K appartiennent a la famille des STE
kinases (Stérile kinases). Cette voie est impliquée dans la prolifération cellulaire en
induisant la transcription de genes nécessaires a la réplication de I’ADN et a la mitose.

Dans le génome de P. falciparum deux MAP kinases ont été identifiées, PfMAP1 et
PfMAP2 (Doerig, 1996 ; Dorin, 1999). Ces deux kinases ont été caractérisées et sont des
MAP kinases fonctionnelles (Graeser, 1997 ; Dorin, 1999 ; Rangarajan, 2005 ; Dorin-
Semblat, 2007). MAP2 est essentielle pour la complétion du cycle érythrocytaire chez P.
falciparum mais pas chez P. berghei (Rangarajan, 2005 ; Dorin-Semblat, 2007). En effet,
chez P. berghei il a été montré que cette protéine est essentielle uniquement pour la
gamétogénese male dans le moustique (Rangarajan, 2005). PfMAP1 n’est, elle, pas
essentielle pour le cycle érythrocytaire du Plasmodium mais les parasites dont le géene
PfMAP1 a été interrompu présentent une augmentation de U’expression de PfMAP2. Ceci
pouvant signifier un role important de PfMAP1 compensé par PfMAP2 (Dorin-Semblat,
2007).

Par contre, aucune kinase du groupe des STE kinases n’a été identifiée dans le
génome de P. falciparum. La seule protéine présentant une homologie de séquence avec
une MAPKK est PfPK7. En effet, sa partie C-terminale est homologue a une MAPKK tandis
que sa partie N-terminale est homologue a la PKA (Dorin, 2005). Mais cette protéine ne
présente pas d’activité kinase vis-a-vis des MAP kinases de P. falciparum (Dorin, 2005).
Cependant, des études récentes ont montré que les protéines PfNEK1 et PfNEK3 du groupe
des protéines NIMA étaient capables de réguler la protéine MAP kinase PfMAP2 et seraient
ainsi des MAPKK atypiques (Dorin, 2001 ; Lye, 2006 ; Low, 2007). Toutes ces données
permettent d’envisager une régulation de la voie des MAP kinases originale et spécifique a
Plasmodium différente des autres eucaryotes.

c. Les CamKs

Dix-sept kinases putatives dépendantes du calcium ou de la calmoduline (CamkK)
ont été annotées dans le génome de Plasmodium dont sept ont été caractérisées. Ce
nombre important de CamK laisse a penser que le calcium et les voies de signalisations
associées sont trés importants pour le parasite. Parmi ces kinases, il existe sept protéine
kinases PfFCDPK qui ont une structure proche des protéine kinases dépendantes du calcium
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retrouvées exclusivement chez les plantes et les ciliés (ces protéines sont absentes chez
les métazoaires). Ces protéines sont caractérisées par la présence de quatre domaines EF
permettant la fixation du calcium. Seule PfCDPK7 ne possede qu’un seul domaine EF.
PfCDPK1, PfCDPK2, PfCDPK3, PfCDPK4 et PfCDPK5 ont été caractérisées. Toutes ont une
activité catalytique dépendante du calcium et de leur autophosphorylation (Farber, 1997 ;
Li, 2000 ; Billker, 2004 ; Green, 2008 ; Dvorin, 2010). L’activité de PfCDPK1 et de PfCDPK5
est essentielle pour la libération des mérozoites et la réinvasion (Green, 2008 ; Kato,
2008b ; Dvorin, 2010 ; Bansal, 2013), tandis que PfCDKP3 et PfCDPK4 sont impliquées dans
’invasion chez le moustique (Li, 2000 ; Billker, 2004 ; Ishino, 2006 ; Ranjan, 2009). PfPK2
et PfPK9 ont également été caractérisées et sont catalytiquement actives (Zhao, 1992 ;
Philip, 2007 ; Kato, 2008a). PfPK2 est impliquée dans la libération des mérozoites (Kato,
2008a) tandis que PfPK9 est impliquée dans l’ubiquitination (Philip, 2007).

d. Les AGC kinases

Le génome de P. falciparum code pour une protéine kinase A (PKA), une protéine
kinase B (PKB) et une protéine kinase G (PKG) qui ont été caractérisées et sont toutes
trois catalytiquement actives (Deng, 2002 ; Vaid, 2006 ; Wurtz, 2009). Comme ses
orthologues, PfPKA est activé par AMPc. Cette protéine est impliquée dans la
multiplication du parasite (Syin, 2001). L’activité de PfPKB est, elle, dépendante de la
calmoduline et est impliquée dans U’invasion des mérozoites (Vaid, 2006 ; Vaid, 2008).
Quant a PfPKG, elle est catalytiquement active et son activité dépend du GMPc. Il existe
néanmoins des différences majeures avec ses orthologues concernant la sensibilité aux
inhibiteurs de PKG (Deng, 2002). Cette protéine est impliquée dans la gamétogénese, la
libération des mérozoites, la différenciation et la mobilité des oocinetes (McRobert, 2008
; Moon, 2009 ; Taylor, 2010 ; Collins, 2013b). Par contre, le génome de P. falciparum ne
code pour aucune PKC. Il semblerait que la fonction de la PKC soit assumée par les PFCDPK
ou d’autres kinases appartenant au groupe des CamKs (Doerig, 2005).

e. Les CDKs

Neuf protéine kinases dépendantes des cyclines (CDK) sont codées par le génome
de P. falciparum. Ces protéines sont impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (Cf.
C 1l 1 a). Deux d’entre elles sont régulées par des cyclines, PfPK5 et PfMRK (Le Roch, 2000
; Merckx, 2003 ; Chen, 2006). PfCRK1 est catalytiquement active mais son activité ne
semble pas régulée par les cyclines (Iwanaga, 2013). PfPKé est active et est sensible aux
inhibiteurs de CDK. Sa séquence présente des identités avec les CDK mais également avec
les MAPK (Bracchi-Ricard, 2000). Toutes les CDK n’ont pas été étudiées a ce jour, et il est
envisageable que d’autres CDKs puissent également étre régulées par des cyclines.

f. Les protéine kinases orphelines

Plasmodium possede dix-huit protéine kinases n’ayant aucun orthologue connu
chez les autres eucaryotes. Seules trois d’entre elles ont été caractérisées, PfKIN qui est
uniquement exprimée dans les gamétocytes (Bracchi, 1996), PfPK7 (Cf. Bl1b) et PfEST qui
est exportée dans ’érythrocyte hote (Kun, 1997).
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g. Les autres protéine kinases

Quatre protéines NIMA (Never In Mitosis/Aspergillus) ont été annotées (PfNEK1-4),
de méme que trois protéines AURORA (PfARK1-3). Toutes ces protéines sont impliquées
dans la régulation du cycle cellulaire. PfNEK1 est essentielle pour le cycle érythrocytaire
du parasite et est impliquée dans la schizogonie et la gamétogénese male (Dorin-Semblat,
2011). PNEK1 et PfNEK3 sont impliquées dans la voie des MAP kinases et seraient des
MAPKK atypiques (Cf. B | b). PfNEK2 et PfNEK4, quant a elles, sont impliquées dans la
phase sexuée du parasite et notamment dans la gamétogénese femelle. PfNEK4 est
essentielle pour la phase sexuée et est impliqué dans la méiose (Reininger, 2012). PfARK1
serait un orthologue d’AURORA A et serait impliquée dans la mitose de P. falciparum
(Read, 1993 ; Reininger, 2011). PfARK2 est spécifique des Plasmodiums tandis que PfARK3
est spécifique de Plasmodium, de Toxoplasma et de Neospora. Seule PfARK2 est active in
vitro. Les trois protéines sont essentielles pour le parasite (Carvalho, 2013).

Il existe également chez P. falciparum quatre protéine kinases homologues des
CDK (CDK-like kinase). Les protéines PfCLK1 et PfSRPK2 (CLK2) sont essentielles pour la
phase asexuée du parasite et régulent certainement les modifications post-
transcriptionnelles des ARNm (Agarwal, 2011). PfCLK3 et PfSRP2 (CLK4) n’ont, elles, pas
été caractérisées.

2. Les FIKKs

Les FIKK sont des kinases spécifiques des apicomplexes. Elles doivent leur nom au
motif phénylalanine-isoleucine-lysine-lysine situé dans la région N-terminale de leur
domaine kinase. P. falciparum est le seul a exprimer un groupe aussi important de FIKK.
En effet, a ’exception de P. reichenowi dont le génome code pour six FIKKs, les autres
apicomplexes comme P. berghei, P. vivax, P. knowlesi, Toxoplasma gondii ou encore
Cryptosporidium parvum n’expriment qu’une FIKK et certains comme P. chabaudi n’en
expriment aucune. Toutes les protéines FIKK posseédent un motif PEXEL permettant leur
exportation vers I’érythrocyte hote (Schneider, 2005) a l’exception de la protéine PfFIKK8
et sont souvent exprimées a la membrane de ’érythrocyte comme PfFIKK4.1, PfFIKK9.3 et
PfFIKK9.6 (Nunes, 2007). PfFIKK9.2 n’est, quant a elle, pas exportée vers l’érythrocyte
bien qu’elle posséde un motif PEXEL. Les protéines FIKK sont majoritairement exprimées
aux stades anneaux et schizontes et permettraient entre autre le remodelage de la
membrane érythrocytaire (Nunes, 2010).

Ainsi, Plasmodium falciparum posséde un grand nombre de kinases, d’enzymes et
de voies de signalisation qui lui sont propres. Méme si certaines protéine kinases ont été
caractérisées, leurs implications chez le parasite ne sont pas encore completement
comprises. Pourtant, les mécanismes de phosphorylation semblent essentiels pour le
développement du parasite.

Tableau 4 : Les protéine kinases putatives de Plasmodium falciparum. Tableau réalisé a partir des données

du kinome de P. falciparum (Ward, 2004), corrigé par les données issues des articles de (Solyakov, 2011) et
(Talevich, 2011) ainsi que de la base de données génomique de Plasmodium PlasmoDB. Les protéines écrites
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en violet ont été caractérisées. Les # symbolisent les protéines essentielles pour le parasite, tandis que A
représentent les protéines non essentielles d’apres I’étude de Solyakov (Solyakov, 2011).

Nom du Noz;bre Nom ou numéro d’accession PlasmoDB des
groupe Kinase kinases
CK1 1 PfCK1#
AGC 5 PfPKA#, PfPKG#, PfPKB#, PF3D7_1121900# et
PF3D7_1145200%#.
PfPK2#, PfPK9#, PfCDPK1#, PfCDPK2#, PfCDPK3#,
PfCDPK4A, PfCDPK5, PfCDPK6A, PfCDPK7A,
R o
CamK 17 =} B = 2 i i
am PF3D7_11049004, PF3D7_14236004 et mtrai:tg:llj?:e du
PF3D7_1441300. Apres analyse des protéine kinases
orphelines, une CamK putative a été annotée :
PF3D7_0715300.
9 CDK : PfPK5#, Pfmrk#, PfCRK1#, PfCK2#, . :
PFCRK3#, PfCRK4#, PfCRK5A, PFPK6# et Reg”lca;:ﬁjr:aciirecyde
PF3D7_1338900 A.
Transduction des
2 MAPK : PfMAP1 et PfMAP2#. signaux intra- et
CMGC 18 extracellulaires
) Régulation de la
ePK 3 GSK3 : PfPK1A, PfGSK3# et PF3D7_1316000 prolifération cellulaire
2 CLK : PfCLK1#, PfCLK3#. Lo
2 SRPK : PfSRPK1# et PfSRPK2# 2 ESEEE @25 AR
TKL 4 PfTKL1#, PfTKL2A, PfTKL3# et PfTKL4A.
NIMA 4 PNEK1#, PFNEK2A, PfNEK3A et PFNEK4A Regulation du cycle
cellulaire
AURORA 3 PFARK1#, PfARK2# et PFARK3# PGSR GEUE 1
cycle cellulaire
elF2a 3 PfelK1A, PfelK2A et PfPK4#
PfKIN#, PfFEST#, PfPK7A, PF3D7_0107600,
PF3D7_0203100A, PF3D7_0321400, PF3D7_0724600,
Kinase PF3D7_0926100A, PF3D7_0926300, PF3D7_0928800,
orpheline 18 PF3D7_1106800, PF3D7_1148000#,
PF3D7_1247500A, PF3D7_1331300,
PF3D7_1441300A, PF3D7_1433900, PF3D7_1474700,
PF3D7_1450000A.
Proccessing des ARNr
PK RIO 2 PfRIO1 et PfRIO2 (levure, (Geerlings,
a 2003))
ABC1 2 PfABCK1 et PfABCK2
PfFIKK, PfFIKK1, PfFIKK3, PfFIKK4.1, PfFIKK4.2,
PfFIKK5, PfFIKK7.1, PfFIKK7.2, PfFIKK8, PfFIKK9.1,
FIKK 21 PfFIKK9.2, PfFIKK9.3, PfFIKK9.4, PfFIKK9.5,
PfFIKK9.6, PfFIKK9.7, PfFIKK10.1, PfFIKK10.2,
PfFIKK11, PfFIKK12 et PfFIKK14
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Il. Les phosphatases

L’autre pendant de la balance phosphorylation/déphosphorylation est assuré par
les phosphatases. Ces enzymes sont, a l'inverse des kinases, capables d’hydrolyser une
liaison ester monophosphate afin de déphosphoryler un résidu. Le nombre de protéine
phosphatases est plus faible que le nombre de protéine kinases, de ce fait, les protéine
phosphatases sont moins sélectives que les kinases vis-a-vis du substrat. Cependant, le
faible nombre de phosphatases est contrebalancé par le grand nombre de régulateurs
responsables notamment de la spécificité de substrat.

L’analyse du génome de Plasmodium a permis d’identifier initialement vingt-sept
séquences putatives de protéine phosphatases appartenant aux quatre grandes familles
décrites chez ’homme (Wilkes, 2008) ayant pour substrat des protéines phosphorylées sur
des résidus sérines, thréonines ou tyrosines. Une nouvelle analyse des données
génomiques de la base de données PlasmoDB a permis a notre laboratoire d’affiner ce
nombre a quarante-et-une protéine phosphatases (Khalife, In press). Cette analyse montre
que les protéine phosphatases se répartissent en deux grands groupes décrits ci-apres
(Tableau 5) et que deux classes de protéine tyrosine phosphatases sont absentes chez P.
falciparum (Figure 9).

PTPs PSP
Protéines tyrosines phosphatases Protéines sérines/thréonines phophatases

(Classe | PPPs
- PTP classiques [~ Phosphoprotéines
- Phosphatases a double phosphatases
\spécificité (DSPs)

PPMs
Classe ll 1 Protéines phosphatases
PTPs de faible poids moléculaire dependantes d'un métal

FCP/SCP

—|Protéines phosphatases
dépendantes d’un aspartate

Classe Il
CDC25

Figure 9 : Les grands groupes de protéine phosphatases chez les eucaryotes. Les groupes et classes
présents chez P. falciparum sont écrits en rose.

1. Les protéine sérine/thréonine phosphatases

Le premier groupe de phosphatases présent chez P. falciparum est composé des
protéine sérine/thréonine phosphatases (PSPs). Il est lui-méme subdivisé en trois classes,
les phosphoprotéine phosphatases (PPPs), les protéine phosphatases dépendantes d’un
métal (PPMs) et les phosphatases asparagines (FCP/SCP).

a. Les PPPs

Les PPPs sont des sérine/thréonine phosphatases dont le site actif contient un ion
métallique fer et un ion métallique zinc. Ce groupe est composé chez P. falciparum de 18
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membres. Neuf de ces enzymes ont été décrites et caractérisées. Parmi celles qui n’ont
pas été caractérisées, une appartient au groupe PP2A/PP4/PP6é (PF3D7_0927700),
PF3D7_1403900 s’aligne avec une PP2B-like, et PF3D7_1018200 présente une homologie de
séquence avec PP1a/y. Les protéine phosphatases caractérisées sont décrites ci-apres a
’exception de PP2A, un chapitre lui étant consacré dans la suite de cette introduction.

i. PfPP1

Cette phosphatase est responsable de la majorité de ’activité phosphatase de P.
falciparum (Yokoyama, 1998 ; Cayla, 2000 ; Bhattacharyya, 2002). Elle est essentielle
pour la complétion du cycle érythrocytaire du parasite. En effet, Uinterruption de
Uexpression de PfPP1 par de petits ARN interférents bloque la progression du cycle
érythrocytaire (Kumar, 2002), de méme que Uinhibition de cette protéine par une toxine
naturelle, l’acide okadaique (Yokoyama, 1998 ; Bhattacharyya, 2002). De plus cette
protéine permet la libération des mérozoites infectieux dans le sang (Blisnick, 2006).
L’étude de régulateurs de PfPP1 (PfLRR1, Pfl2 et PfI3) a montré que ceux-ci étaient aussi
essentiels au parasite que la phosphatase elle-méme ((Khalife, résultats non publiés) ;
(Daher, 2007b ; Freville, 2012 ; Freville, 2013)).

ii. PfPP2B

La PfPP2B ou calcineurine, dont l’activité dépend de la calmoduline, est inhibée
par PfFKBP35 in vitro et par la cyclosporine A (Dobson, 1999 ; Kumar, 2005). Par contre,
elle est insensible a ’acide okadaique contrairement a PfPP1 et PfPP2A (Dobson, 1999).
Cette phosphatase est impliquée dans l’invasion des hématies par les mérozoites en
permettant la sécrétion des micronémes par dépolymérisation de l’actine du pole apical
(Singh, 2013).

iii.  PfPPB

Initialement identifiée comme une PP2A putative (Li, 1997), PfPPB est une chimére
appartenant au groupe des PP2A/PP4/PP6 qui posséde une partie C-terminale présentant
47% d’identité et 75% d’homologie avec PfPP2A et une extension N-terminale de cent
cinquante et un acides aminés ne présentant aucun domaine conservé. La fonction de

cette protéine n’est actuellement pas connue. Des analyses par northern blot ont permis
de montrer que son expression est maximale dans les gamétocytes.

iv.  PfPP5

Le role in vivo de cette protéine phosphatase nucléaire n’est pas connu.
Cependant, des études ont montré que PfPP5 était activable par des acides gras
polyinsaturés tels que l’acide arachidonique bien que son seuil d’activation soit plus élevé
que la PP5 des autres eucaryotes. Elle possede plusieurs domaines TRP (tetratricopeptide
repeat) qui auto-inhibent PfPP5 en se fixant sur les treize derniers acides aminés en C-
terminal. Cette liaison est inhibée par la fixation d’acides gras polyinsaturés (Lindenthal,
2002). Cette protéine interagit avec PfHSP90 (Heat Shock Protein) (Dobson, 2001b) qui est
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connue chez les eucaryotes pour étre une protéine chaperonne importante pour la
structure et la fonction de PP5 (Chen, 1996 ; Russell, 1999).

v.  PfPP7 et PfPPJ

PfPPJ a été la premiere forme décrite de cette phosphatase (Dobson, 2001a). Il
s’est avéré par la suite que PfPPJ, avec ses deux-cent-quatre-vingt-quatorze acides
aminés, était une forme épissée de PfPP7 correspondant a son corps catalytique sans les
domaines régulateurs EF présents dans la partie C-terminale de PfPP7. Ceci explique les
différences observées au niveau de ’activité de la phosphatase. Les deux formes sont
donc retrouvées dans le parasite méme si PfPPJ est prédominante. Les domaines EF sont
importants pour la fixation du calcium. De ce fait, 'activité de PfPPJ dépend des ions
Mn%" uniquement tandis que PfPP7 voit son activité basale stimulée par le Mn?* multipliée
par quatre en présence de Ca*" (Kumar, 2004b).

vi.  PfPPKL

Cette phosphatase, nommée PfPPa a l'origine (Li, 1998), est majoritairement
exprimée dans les schizontes, les gamétocytes femelles, le zygote, ’oocinete et les
sporozoites. Sa partie C-terminale est similaire au domaine phosphatase de PP1 tandis que
sa partie N-terminale contient cinq domaines Kelch. Cette association est uniquement
trouvée chez les alvéolés et les plantes. Cette protéine est surtout exprimée au niveau
apical de ’oocinéete. L’interruption de ce géne chez P. berghei montre son implication
dans la motilité, la morphologie et la capacité infectieuse des oocinétes et donc la
transmission du parasite (Guttery, 2012 ; Philip, 2012).

vii.  PfSHLP1 et PfSHLP2

Il existe chez P. falciparum deux protéine phosphatases Shewanella-like (SHLP). Ce
sous-groupe de protéine phosphatases n’existe que chez les bactéries, les hétérokontes,
les plantes, les champignons et certains protozoaires. SHLP1 est exprimée a tous les
stades parasitaires érythrocytaires et chez le moustique. Elle est active et n’est pas
régulée par phosphorylation (Patzewitz, 2013). Cette phosphatase joue un role important
mais pas essentiel dans la formation et la différenciation de ’oocinete et dans U'invasion
de U’estomac via les micronemes comme [’ont montré des expériences d’interruption de
gene chez P. berghei (Patzewitz, 2013). PfSHLP2 quant a elle, présente une activité
tyrosine phosphatase clairement établie. Cette phosphatase est exprimée dans les
schizontes et les mérozoites. Elle est transportée vers U’érythrocyte hote ou elle
déphosphoryle la protéine membranaire Band 3 impliquée dans ’adhésion du parasite a
l’érythrocyte au cours de ’invasion (Fernandez-Pol, 2013).
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Tableau 5 : Les protéine phosphatases putatives de Plasmodium falciparum. Données issues de ’analyse du
phosphatome publié par Wilkes et Doerig en 2008 et de l’analyse du génome de Plasmodium falciparum publié
par notre laboratoire (Khalife, In press). En violet sont notées les protéines caractérisées.

Famille de protéine No:;lt)gencele Nom et/ou numéro d’accession PlasmoDB
phosphatases p des protéine phosphatases
phosphatases

PfPP1, PfPP2A, PfPP2B, PfPP5, PfPP7/PfPPJ,
PfPPB, PfPPKL/PfPPa, PfGAP50, PfSHLP1,
PfSHLP2, PF3D7_0107800, PF3D7_0912400,

PF3D7_0927700, PF3D7_1018200,
PF3D7_1340600 (DBR1), PF3D7_1403900,
PF3D7_1406700 et PF3D7_1464600.

PPP 18

PSP
PfPP2C, PfPP2C-like, PF3D7_0410300,
PF3D7_0520100, PF3D7_0810300,
PPM/PP2C 1 PF3D7_0810500, PF3D7_1009600,
PF3D7_1135100, PF3D7_1208900,
PF3D7_1249300 et PF3D7_1455000
PF3D7_0515900, PF3D7_0726900,
FCP/SCP 4 PF3D7_1012700 et PF3D7_1355700
ot A PFYVH1, PfPRL, PF3D7_1127000 et
PF3D7_1455100
PTP et PTP-like 1 PF3D7_1331600
homologues Rhodanese 2 PFMAPKP1 et PF3D7_1206400

mRNA capping

phosphatase SU 1 PF3D7_0322100

b. Les PPMs

Les PPMs sont des enzymes dont le site catalytique comprend soit un ion
manganeése soit un ion magnésium. Chez P. falciparum, ce groupe contient PP2C et dix
homologues de PP2C. L’implication de ces protéine phosphatases dans la réponse au stress
chez les plantes peut expliquer l’étendue de ce groupe chez Plasmodium en comparaison
a ’homme.

Seule PP2C est décrite chez P. falciparum. Elle est composée de deux parties Pf2C-
1 et Pf2C-2 qui sont toutes deux homologues a des PP2C mais qui présentent entre elles
quelques différences. De plus, la taille de cette PfPP2C, qui est le double de celle des
PP2C des autres eucaryotes, suggere que la PfPP2C résulte de la fusion ancestrale de deux
phosphatases. Cette phosphatase est exprimée a tous les stades érythrocytaires. Les deux
parties de PfPP2C sont catalytiquement actives et sont activées soit par le Mn*" soit par le
Mg”". Pourtant, [’activité observée pour chaque partie est plus faible que U’activité de la
protéine totale. De plus, in vivo la protéine est active lorsqu’elle est dimérisée via des
interactions entre les parties Pf2C-1 et Pf2C-2. La phosphatase PfPP2C est impliquée dans
la réponse aux stress tels que le changement d’osmolarité ou un choc thermique comme la
PP2C de levure (Mamoun, 1998). L’un de ses substrats est le facteur d’élongation PfEF-18.
PfPP2C déphosphoryle PfEF-18 et empéche |’élongation et donc la traduction des
protéines (Mamoun, 2001).
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c. Les FCP/SCP phosphatases asparagines

Les FCP/SCP phosphatases asparagines (TFlIF-associating component of RNA
polymerase Il CTD phosphatase/small CTD phosphatase), utilisent lors de ’hydrolyse de la
liaison du phosphate, un intermédiaire asparagine phosphorylé. Ce groupe comprend
quatre membres qui sont des homologues des phosphatases NIF. Aucune n’a été
caractérisée.

2. Les protéine tyrosine phosphatases et les protéines homologues des
tyrosine phosphatases

a. Les protéine tyrosine phosphatases

Le deuxiéme groupe de phosphatases est le groupe des tyrosine phosphatases.
Etant donnée ’absence de protéine tyrosine kinases classiques chez Plasmodium, le faible
nombre de protéine tyrosine phosphatases (quatre) n’est pas surprenant. En plus de leur
faible représentation, il est a noter [’absence de protéines CDC25 tres importantes pour la
progression du cycle cellulaire chez les eucaryotes (Cf. C Il 1 a).

i.  PfYVH1

L’'une des protéines de ce groupe est PfYVH1. C’est une phosphatase a double
spécificité c’est-a-dire capable de déphosphoryler aussi bien des résidus sérines que des
résidus tyrosines. Cette phosphatase possede un domaine unique de fixation au zinc qui
permet d’activer la protéine. Cette protéine est exprimée a tous les stades intra-
érythrocytaires et est cytoplasmique sauf au stade trophozoite ou elle est nucléo-
cytoplasmique. PfYVH1 interagit avec la protéine nucléaire PfPES, I’homologue de la
protéine Pescadillo du poisson zébre impliquée dans la prolifération cellulaire au cours de
’embryogénese. PfPES peut étre phosphorylée et serait un substrat de PfYVH1. Sa
déphosphorylation au stade trophozoite, seul stade ou les deux protéines sont localisées
dans le méme compartiment cellulaire, ’activerait et permettrait son action sur le cycle
cellulaire (Kumar, 2004a).

ii. PfPRL

PfPRL (protein of regenerating liver) est une protéine tyrosine phosphatase
exprimée au stade trophozoite et majoritairement au stade schizonte dans le réticulum
endoplasmique, le pole apical des schizontes et dans la vacuole digestive. Cette
phosphatase peut étre prenylée et farnesylée (Pendyala, 2008 ; Singh, 2009). Elle est
exportée vers ’érythrocyte ou elle est capable de déphosphoryler des protéines
érythrocytaires.

b. Les protéines homologues des tyrosine phosphatases

Quatre protéine phosphatases peuvent étre classées dans ce groupe, une protéine
homologue des tyrosine phosphatases (PF3D7_1331600), deux protéines possédant des
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domaines rhodaneses (MAPKP1 et PF3D7_1206400) et une sous-unité permettant la mise
en place de la coiffe des ARNm (PF3D7_0322100).

La seule protéine caractérisée de ce groupe est la PFMAPKP1. Cette phosphatase
possede un domaine rhodanese et un domaine phosphatase a double spécificité (DUSP).
Cette double caractéristique permet de la classer dans les MAPK phosphatases. Des
mutations dans le gene de cette protéine induisent une croissance plus lente du parasite
méme si celui-ci présente un développement normal sans différence morphologique
apparente. PFMAPK1 régule en fait la transition trophozoite/schizonte (Balu, 2013).

C. LA PROTEINE PHOSPHATASE DE TYPE 2A

Parmi les protéine sérine/thréonine phosphatases, on compte également la
protéine phosphatase de type 2A, objet de l’étude de cette these. Ce chapitre lui est
consacré. Cependant, peu de données sont disponibles sur la PP2A de Plasmodium. Aussi,
nous nous attacherons dans un premier temps a présenter les PP2A décrites chez d’autres
eucaryotes, afin d’apprécier I’étendue du réle de cette phosphatase et l’intérét de notre
étude.

I. PP2A, une phosphatase complexe

1. Découverte et identification

L’activité de la PP2A a été observée dés 1945 par sa capacité a transformer la
phosphorylase kinase a en phosphorylase kinase b moins active (Cori, 1945). Par contre, la
protéine elle-méme n’a été identifiée que plus tard. En effet, Krebs et al. ont démontré
que c’est une déphosphorylation qui inactive cette kinase montrant U’implication d’une
phosphorylase kinase phosphatase (Krebs, 1956). Il a été montré qu’il existait en fait deux
phosphatases distinctes, une ciblant la sous-unité a, la a-phosphorylase kinase
phosphatase et une ciblant la sous-unité B, la B-phosphorylase kinase phosphatase
(Antoniw, 1976). Les phosphatases ont ensuite été classées en deux groupes selon leur
capacité a déphosphoryler 'une ou l'autre des sous-unités de la phosphorylase kinase.
Ainsi, les B-phosphorylases kinases phosphatases sensibles aux inhibiteurs 1 et 2 sont
classées comme des phosphatases de type 1, tandis que les a-phosphorylases kinases
phosphatases insensibles aux inhibiteurs 1 et 2 sont classées comme des phosphatases de
type 2 (Ingebritsen, 1980 ; Cohen, 1981). La PP2A est ’une des premiéeres phosphatases de
ce groupe identifiée avec la PP2B et la PP2C. Elles ont été différenciées par leur activité
indépendante (PP2A) ou dépendante des ions divalents Ca®* ou Mg” (PP2B et PP2C
respectivement). La PP2A est responsable avec PP1 de plus de 90% des déphosphorylations
qui ont lieu dans les cellules eucaryotes (Depaoli-Roach, 1994).
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2. Structure et composition de la PP2A

La phosphatase PP2A est une holoenzyme qui peut étre constituée de deux ou trois
sous-unités. Environ un tiers de PP2A est présent sous forme dimérique. Dans ce cas, elle
est appelée PP2A core et contient la sous-unité catalytique, qui comme son nom l’indique
porte l'activité phosphatase et la sous-unité A, qui permet la bonne conformation de
Uenzyme (Kremmer, 1997). Les deux tiers restants sont sous forme trimérique constituée
du core et d’une sous-unité régulatrice de type B qui permet la régulation de ’enzyme
(Figure 10). Il existe quatre familles de sous-unités régulatrices de type B. Dans la suite de
cet exposé, le dimere sera noté PP2A; et les triméres seront notés PP2A; avec en indice le
nom de la sous-unité de type B (par exemple PP2A+ss : trimere constitué du core et de la
sous-unité B55).

Sous-unité A

Sous-unité
de type B

B PP2Ac

Figure 10 : Structure de la PP2A. Structure d’une holoenzyme de PP2A. La sous-unité catalytique est
représentée en rose, la sous-unité A en forme de fer a cheval en violet et la sous-unité régulatrice en orange.
La sous-unité régulatrice ici représentée est la sous-unité PR55 (d’apres (Xu, 2008)).

a. La sous-unité catalytique (PP2Ac)

Des études de clonage moléculaire ont permis de montrer ’existence de deux
isoformes de cette sous-unité (a et B) codées par deux génes différents présentant une
identité de 97% dans leur séquence primaire (Green, 1987 ; Stone, 1987 ; Arino, 1988).
Récemment, il a été découvert qu’il existait deux variants d’épissage alternatif de
’isoforme a. Le variant a2, ayant perdu U’exon cing, est catalytiquement inactif et est
incapable de se fixer a la sous-unité A. Il reste minoritairement exprimé par rapport au
variant a1l (Migueleti, 2012). Les deux isoformes a et B sont ubiquitaires mais PP2Aca est
dix fois plus abondante que PP2AcB (Khew-Goodall, 1988). Cette enzyme est tres
conservée au cours de l’évolution de ’homme a la levure en passant par les plantes.

PP2Ac est une protéine de trois cent neuf acides aminés ayant un poids
moléculaire théorique de 36kDa. La séquence peptidique de PP2Ac comporte le site
catalytique spécifique des protéine sérine/thréonine phosphatases caractérisé par les
motifs GDxHG, GDxVDRG et RGNHE (Barton, 1994) (Figure 11).
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IGE?SERTﬁY LFMGDYVDRG] YYSVETVTLL VALKVRYRER ITI PGNHE; R%iTQVEGFY DECLRKYGNA
A

NVWKYFTDLE DYLPLTALVD GQIFCLHGGL SPSIDTLDHI RALDRLQEVP HEGPMCDLLW SDPDDRGGWG

Ak A A
ISPRGAGYTF GQDISETFNH ANGLTLVSRA HQLVMEGYNW CHDRNVVTIF SAPNYCYRCG NQAAIMELDD
A A AA AA A
TLKYSFLQFD PAPRRGEPHV TRRTPDYFL
A A e o @

Figure 11 : Séquence de la sous-unité catalytique de PP2A. Caractérisation de la sous-unité catalytique de
PP2A isoforme a (numéro d’accession : NP_002706.1). Le site catalytique spécifique est encadré en violet. Les
triangles roses représentent les acides aminés impliqués dans la fixation des toxines naturelles des
phosphatases (acide okadaique et microcystine-LR), tandis que les triangles violets symbolisent les acides
aminés impliqués dans U’interaction avec la sous-unité A. La méthylation activatrice de PP2A est identifiée par
un point violet et les points orange représentent les sites de phosphorylation inhibitrice. Le site d’activation
de PP2Ac par PTPA est symbolisé par une étoile violette.

Elle possede également des motifs d’interaction avec des toxines naturelles qui
inhibent les PPPs dont ’acide okadaique et la microcystine-LR, notamment une poche
hydrophobique dans laquelle se loge la partie terminale hydrophobique de la toxine et
délimitée par les résidus glutamine en position 122 (Q122), isoleucine en position 123
(1123), histidine en position 191 (H191) et tryptophane en position 200 (W200). Une
deuxiéme poche comprenant les résidus leucine en position 243 (L243), tyrosine en
position 265 (Y265), cystéine en position 266 (C266), arginine en position 268 (R268) et
cystéine en position 269 (C269) est impliquée dans U'interaction avec les toxines par des
liaisons de Van der Walls (Xing, 2006). Les résidus arginine, sérine, tyrosine, valine, et
arginine en position 89, 120, 127, 189 et 214 respectivement (R89, 5120, Y127, V189 et
R214) sont également impliqués dans cette interaction (Figure 11, Figure 12). Certains
acides aminés impliqués dans la fixation des toxines inhibitrices présents dans PP2A sont
absents de PP1. De méme, la poche formée sur PP2A est plus profonde que celle formée
sur PP1 (Peti, 2013), ce qui peut expliquer la différence de sensibilité a l’acide okadaique
des deux phosphatases. En effet, alors qu’une dose de 0.1nM d’acide okadaique est
suffisante pour inhiber 50% de PP2A (IC50 = 0.1nM), une dose de 10nM est nécessaire pour
obtenir le méme taux d’inhibition pour la PP1 (MacKintosh, 1990).

Okadaic acid

L243 Y. Y265} )

<
C269

R268

C269

Catalytic subunit

Figure 12 : Structure de la sous-unité catalytique de PP2A et visualisation des acides aminés impliqués
dans la fixation de ['acide okadaique. D’aprés (Xing, 2006).
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La sous-unité catalytique PP2Ac est instable et est rapidement dégradée en
absence de la sous-unité A ou d’une sous-unité B (Li, 2002 ; Silverstein, 2002 ; Strack,
2004). De plus, PP2Ac est essentielle au développement et a la survie des organismes
eucaryotes. En effet, interruption du gene de l’isoforme a conduit a une mort rapide des
embryons de souris (entre 5 et 6 jours de développement), ceci montre également que les
deux isoformes ne sont pas redondants chez la souris (Gotz, 1998). De plus, chez la levure
Saccharomyces cerevisiae, bien que Uinterruption d’une seule isoforme ne présente que
peu d’effet, la double interruption est létale (Sneddon, 1990).

b. La sous-unité A

La sous-unité A, encore nommée PR65, est une protéine de 65kDa dont il existe
deux isoformes, a et B présentant 87% d’identité entre elles (Hemmings, 1990).
L’isoforme a est prédominante dans les hétérodimeres et les hétérotrimeres (Hendrix,
1993b). Cependant, chez le xénope, l’isoforme B est essentiellement retrouvée dans les
holoenzymes de PP2A dans les ovocytes. Puis au cours du développement, les holoenzymes
contenant U’isoforme a deviennent majoritaires dans les cellules de xénope (Hendrix,
1993b ; Bosch, 1995).

PR65 est composée de quinze motifs HEAT repeats (Huntingtin, elongation factor 3
(EF3), PR65/A, and TOR1) (Hemmings, 1990). Chaque motif HEAT repeat forme deux
hélices a antiparalléles A et B conférant a la protéine une structure en double couche
d’hélices a dans laquelle les hélices A forment la face externe convexe d’un fer a cheval
et les hélices B forment la couche interne concave (Groves, 1999). La sous-unité A permet
la bonne conformation de la protéine PP2A et l’interaction avec les sous-unités
régulatrices (Figure 10). L’interaction entre la sous-unité A et la sous-unité catalytique se
fait entre les domaines HEAT repeats onze a quinze de la sous-unité A d’une part et les
acides aminés prolines en position 51, 76 et 293 (P51, P76 et P293), glutamate en position
67 (E67), arginines en position 70 et 110 (R70 et R110), isoleucine en position 71 (171),
glycine en position 73 (G73), lysine en position 74 (K74), aspartates en position 77 et 280
(D77 et D280), asparagine en position 79 (N79) et leucine en position 287 (L287) de la
sous-unité catalytique d’autre part (Figure 11). L’interaction avec les sous-unités B fait
intervenir, quant a elle, les dix derniers HEAT repeats du coté N-terminal (Groves, 1999).

c. Les sous-unités régulatrices de type B

Quatre familles de sous-unités régulatrices de type B sont connues, les sous-unités
B, les sous-unités B’, les sous-unités B’’ et les sous-unités B’’’. Chaque famille comprend
trois a quatre membres pouvant présenter de un a trois variants (Figure 13). Ces sous-
unités régulatrices régulent U'activité, la localisation mais également la spécificité de la
phosphatase PP2A.

i. Les sous-unités B

Les sous-unités B également appelées PR55 contiennent quatre membres (PR55q,
B, v, 0) encodés par quatre genes (ppp2r2a, ppp2r2b, ppp2r2c et ppp2r2d). Chaque
isoforme présente une distribution tissu-spécifique (Healy, 1991 ; Mayer, 1991 ;
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Zolnierowicz, 1994 ; Strack, 1998). En effet, PR55a et PR550 ont une répartition
ubiquitaire, tandis que PR558 et PR55y sont surtout exprimées dans le cerveau. De plus,
elles présentent une localisation spécifique des compartiments cellulaires. Ainsi, dans les
cellules de Purkinje (neurones), PR55a est majoritairement exprimée au niveau du corps
cellulaire et du noyau alors que PR558 est absente du noyau mais est exprimée dans les
dendrites (Strack, 1998). Ces protéines contiennent cinqg motifs WD-40 qui permettent
Uinteraction protéine/protéine (Neer, 1994).

ii.  Les sous-unités B’

Ces sous-unités B’, B56 ou PR61, comprennent au moins cing membres (PR61a, B,
Y, 0, €) encodés par cing genes différents (ppp2r5a, ppp2r5b, ppp2r5c, ppp2r5d et
ppp2r5e) sur des chromosomes différents. Il existe également deux variants d’épissage
pour la sous-unité PR618 (B1 et B2) et trois pour la sous-unité PR61y (y1, y2 et y3). Toutes
les protéines B’ présentent une région centrale trés conservée avec 80% d’identité et des
régions C-terminale et N-terminale variables. PR61a, PR61B et PR61¢ sont concentrées
dans le noyau tandis que PR61y est localisée dans le noyau. PR610 est, elle, présente a la
fois dans le noyau et le cytoplasme. Toutes les isoformes sont phosphorylées a |’exception
de PR61y1 (McCright, 1996). En ce qui concerne ’expression tissulaire des isoformes B’,
PR61a et PR61y sont fortement exprimées au niveau du coeur et des muscles squelettiques
tandis que PR61B et PR61d sont surtout localisées au niveau du cerveau (McCright, 1995 ;
Csortos, 1996 ; Tehrani, 1996).

iii.  Les sous-unités B’’

Le premier membre de la troisieme famille des sous-unités régulatrices a été
initialement isolé a partir de muscles squelettiques de lapin. Cette protéine d’un poids
moléculaire de 72kDa a été nommée PR72. Un autre membre a été découvert dans le
cerveau humain, sa partie C-terminale est identique a PR72 mais sa partie N-terminale est
tres différente. Cet autre membre présente ainsi un poids moléculaire de 130kDa. Cette
sous-unité a été nommée PR130 et Hendrix et al. suggérerent qu’il s’agissait d’un variant
d’épissage alternatif de PR72 (gene ppp2r3a). PR72 est exprimée exclusivement dans le
ceeur et le muscle squelettique tandis que PR130 a une distribution beaucoup plus large
avec cependant des taux supérieurs au niveau du cceur et des muscles (Hendrix, 1993a).
Deux autres isoformes ont ensuite été identifiées, PR59 (gene ppp2r3c), qui est spécifique
aux souris et PR48 (gene ppp2r3b) (Voorhoeve, 1999 ; Yan, 2000). PR48 est en fait une
version tronquée d’une sous-unité B’’ PR70 ubiquitaire (Stevens, 2003) et dont il existe
une autre isoforme PPP2R3L exprimée dans le coeur et le muscle squelettique (Schiebel,
2000). PR59 est exprimée dans les testicules, les reins, le foie, le cerveau, le coeur et les
poumons. Ces deux protéines semblent impliquées dans la régulation du cycle cellulaire
car leur surexpression inhibe le cycle cellulaire et bloque les cellules en phase G1
(Voorhoeve, 1999). De plus, PR48 qui est nucléaire interagit avec CDCé qui est requise
pour Uinitiation de la réplication de ADN (Yan, 2000). Une autre sous-unité B’’ existe, la
protéine G5PR, celle-ci est capable de se fixer a PP2A (Kono, 2002). Toutes ces sous-
unités contiennent deux domaines EF permettant la fixation du calcium.
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iv.  Les sous-unités B’’’

La derniere famille est composée de la striatine ou PR110, de SG2NA (5/G2 nuclear
autoantigen) ou PR93 et de zinedine codées par trois genes différents (strn, strn3 et
strn4). Ces trois protéines contiennent des motifs WD-40 comme PR55 et interagissent
avec PP2A. Elles fixent toutes trois la calmoduline et cette fixation dépend du calcium. La
striatine est localisée au niveau post-synaptique des dendrites neuronales alors que la
SG2NA est nucléaire (Moreno, 2000).

Figure 13 : Les différentes holoenzymes de PP2A

Il. Larégulation de PP2A

1. La composition des holoenzymes

L’assemblage des deux isoformes de PP2Ac, des deux isoformes de PR65/A, des
quatre isoformes B, des huit isoformes B’, des quatre isoformes B’’ et des trois isoformes
B’’’ permet la formation de soixante-seize holoenzymes dimériques ou trimériques (Figure
13). La composition des holoenzymes est un moyen de réguler ’activité de PP2A de facon
spatio-temporelle. En effet, comme cela a été décrit précédemment, les différentes sous-
unités sont localisées dans des compartiments cellulaires, des tissus et des types
cellulaires différents et a des stades différents. Mais il existe d’autres niveaux de
régulation comme les modifications post-traductionnelles ou des protéines régulatrices.

2. Les modifications post-traductionnelles

L’activité de PP2A peut étre régulée par des modifications post-traductionnelles.
En effet, la sous-unité catalytique de PP2A peut-étre phosphorylée ou méthylée, ce qui
régule directement son activité mais également la composition des holoenzymes. Les
sous-unités régulatrices peuvent-elles aussi étre régulées par phosphorylation.

a. La phosphorylation

La PP2Ac peut étre phosphorylée sur la tyrosine 307 (Y307) (Figure 11). Cette
phosphorylation inhibe la sous-unité catalytique (Chen, 1992). Plusieurs protéines peuvent
phosphoryler PP2Ac. Ainsi, in vitro, il a été montré que PP60V-SRC, PP56LCK, le récepteur
a UEGF ainsi que le récepteur a U'insuline phosphorylent le résidu Y307 de PP2Ac (Chen,
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1992). Dans le contexte de la maladie d’Alzheimer, la protéine tyrosine kinase SRC,
activée par le zinc, phosphoryle PP2Ac sur la tyrosine 307 (Chen, 1992 ; Xiong, 2013).
L’inactivation de PP2Ac par phosphorylation sur le résidu Y307 est réversible grace a la
protéine tyrosine phosphatase PTP1B (Shimizu, 2003).

PP2Ac peut également étre inhibée par une phosphorylation sur la thréonine 304
(T304) (Figure 11) par l’autophosphorylation-activated protein kinase (Guo, 1993a ;
Damuni, 1994).

Il est intéressant de voir que la protéine PP2A est capable de s’auto-
déphosphoryler sur ces deux résidus (Y307 et T304) (Chen, 1992 ; Guo, 1993b).

Les sous-unités régulatrices peuvent également étre phosphorylées et vont alors
moduler 'activité de PP2A. Ainsi, il a été montré in vitro que la phosphorylation de la
sous-unité PR610 par la PKA modifiait la spécificité de substrat du trimére PP2As (Usui,
1998). De la méme facon, la phosphorylation de la sous-unité PR61a par la PKR (double-
stranded-RNA-dependent protein kinase) augmente ’activité de l’holoenzyme (Xu, 2000).
De plus, toutes les sous-unités PR61 a ’exception de PR61y1 sont phosphorylées sur une
sérine (McCright, 1996).

b. La méthylation

La méthylation est également une modification post-traductionnelle qui régule
Uactivité de la PP2Ac. En effet, la PP2Ac peut étre méthylée sur son résidu leucine 309
(Figure 11) (Rundell, 1987 ; Lee, 1993 ; Xie, 1994) et cette méthylation multiplie 'activité
phosphatase de la PP2A par deux (Favre, 1994). La Leucine Carboxyl Méthyl Transférase
(LCMT1) qui catalyse cette méthylation (Lee, 1993 ; De Baere, 1999) et la protéine
Phosphatase Méthyl Estérase (PME-1) qui déméthyle PP2Ac ont été identifiées (Lee, 1996 ;
Ogris, 1999). Longin et al. ont montré que PME-1 forme in vivo un complexe avec un
dimére PP2Ac/A inactif ce qui constitue un autre mécanisme de régulation de la PP2A
(Longin, 2004). Au cours du cycle cellulaire, la méthylation de PP2Ac varie. Ainsi, la sous-
unité catalytique est déméthylée dans le cytoplasme au cours de la phase G1 tandis qu’au
niveau du noyau la déméthylation est observée au cours des phases S et G2 (Turowski,
1995). La réversibilité de la méthylation est indispensable au bon développement de
Uorganisme. En effet, chez la souris Uinterruption du géne PME-1 induit la mort du
souriceau le jour de la naissance bien que le développement in utéro soit normal (Ortega-
Gutierrez, 2008). On observe dans ces souriceaux une diminution de ’activité de PP2A
surtout au niveau du cerveau conduisant a une augmentation de la phosphorylation
(Ortega-Gutierrez, 2008).

c. Les modifications post-traductionnelles et la composition des
holoenzymes

La phosphorylation et la méthylation régulent la formation de certains hétérotrimeres. En
effet, la déphosphorylation de la tyrosine 307 est nécessaire a la fixation de PR61q,
PR61B1 et PR61e avec le dimere PP2A, (Longin, 2007) (Tableau 6). Par contre, la
phosphorylation sur la thréonine 304 empéche la fixation de la sous-unité PR55 sur PP2A,
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(Longin, 2007). De plus, chez la levure, la méthylation permet la fixation des sous-unités B
et B’ (Wu, 2000 ; Wei, 2001) (Tableau 6). De méme, ’interaction du dimere PP2A; avec la
sous-unité B (PR55) nécessite que PP2Ac soit méthylée, tandis que la fixation avec les
sous-unités B’ et B’’ ne dépend pas de cette méthylation (Longin, 2007) (Tableau 6).

Tableau 6 : Récapitulatif des modifications post-traductionnelles nécessaires a la formation des
holoenzymes.

Sous-unité Phosphorylation Phosphorylation Méthylation PP2Ac Queue C
régulatrice PP2Ac sur T304 PP2Ac sur Y307 sur L309 terminale
B (PR55) Inhibe ’interaction Obligatoire Obligatoire
B’’ (PR61) a, B1, € Pas nécessaire Inhibe ’interaction Pas nécessaire Obligatoire
B’’’ (PR70, PR72) et P , . , . , . .
B’ &1 as necessaire Pas nécessaire Pas nécessaire Pas impliquee

3. Les régulateurs de PP2A

Outre les sous-unités régulatrices de type B, un certain nombre de protéines
peuvent réguler [’activité de PP2A.

a. Les inhibiteurs 1 et 2

Deux protéines inhibant PP2A ont été identifiées dans des extraits de rein de boeuf
(Li, 1995). Ces inhibiteurs nommés 117"%* et 127" se fixent directement sur la sous-unité
catalytique de PP2A et sont capables d’inhiber plusieurs holoenzymes de PP2A (Li, 1995).

117724 est également nommé PHAP-I (histocompatibility leukocyte antigens class II-

associated protein 1) ou ANP32a. L’isoforme e de I’ANP32 est également capable d’inhiber
PP2A. Cette protéine est impliquée dans la signalisation intracellulaire permettant la
régulation de la transcription (Vaesen, 1994 ; Seo, 2001) mais aussi la différenciation
cellulaire et la prolifération (Millward, 1999 ; Huelsken, 2002 ; Theodosiou, 2002). La
phosphorylation de 17" sur une tyrosine encore inconnue permet de dissocier le
complexe 117" /PP2A. Cette protéine est présente dans le noyau et le cytoplasme.

12P"?4 est quant & lui une version tronquée en C-terminal de SET, de PHAP-II et de

TAF (Template activating factor). Il est lui-méme régulé par phosphorylation sur les
sérines 9 et 24 (S9 et S24) probablement par la PKC car autour de ces résidus un motif
consensus de fixation de la PKC a été identifié (Adachi, 1994). Son role d’inhibiteur de
PP2A empéche la déphosphorylation de c-JUN sur la sérine 63 et induit l’activité
transcriptionnelle de la protéine activatrice AP-1 (Al-Murrani, 1999) (Figure 14).

27" est impliqué dans une autre voie de signalisation. En effet, la

phosphorylation d’127"* par la PI3Ky sur les sérines 9 et 93 permet l'interaction entre
I2** et PP2A et donc linhibition de cette derniére. Cette inhibition empéche le
recyclage des récepteurs adrénergiques B vers la membrane. Or, |’absence de recyclage
de ces récepteurs cause certaines pathologies comme les défaillances cardiaques ou
’asthme (Vasudevan, 2011) (Figure 14). Il est impliqué dans la leucémie via son role
d’inhibiteur de PP2A (Li, 1996 ; Adler, 1997) (Cf. C IV 3).
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Figure 14 : Schématisation du réle de l'inhibition de PP2A par 127°%*, (a) Activation de la transcription par

12PP2A, (b) Implication de 12°"* dans les défaillances cardiaques et ’asthme.

1PP2A et |2PPZA

Les deux inhibiteurs | possedent une partie C-terminale acide qui

permettrait leur fixation a la PP2Ac.

Leur activité inhibitrice est spécifique & PP2A. Cependant, en présence de Mn*,
Katayose et al. montrent que ces deux protéines augmentent [’activité de PP1 vis-a-vis de
la MBP (Myelin Basic Protein) et de [’histone H1 de quinze ou vingt fois mais pas vis-a-vis
de la phosphorylase a (Katayose, 2000).

b. ENSA et ARPP19

ENSA (a-endosulfine) et ARPP19 (c-AMP-Regulated PhosphoProtein 19) sont des
substrats de diverses protéine kinases dont PKA, Greatwall et le complexe CDK2/Cycline
A. Lorsque ces deux protéines sont phosphorylées par Greatwall sur la sérine 62 pour
ARPP19 et la sérine 67 pour ENSA, elles présentent une activité inhibitrice contre
’holoenzyme PP2Ap,/PR558 (Mochida, 2010). L’inhibition de PP2A,/PR5506 par ARPP19
entraine ’entrée en mitose (Gharbi-Ayachi, 2010) (Cf. C Il 1 a).

c. Les caséines kinases 2 a

PP2A;, peut se lier a la sous-unité catalytique de la caséine kinase 2 (CK2a) qui va
phosphoryler la sous-unité catalytique et ’activer. MEK1 est alors déphosphorylée et
inactivée inhibant ainsi le cycle cellulaire et la prolifération (Heriche, 1997). La sous-unité
CK2a’, quant a elle, inhibe PP2A et empéche la déphosphorylation de la protéine TAU
impliquée dans la maladie d’Alzheimer (Perez, 1999). De facon intéressante, la protéine
CK2a’ est spécifiquement présente dans les dendrites ou s’accumule la protéine TAU
phosphorylée tandis que la CK2a est, elle, présente dans le reste du neurone ou la
protéine TAU n’est pas phosphorylée (Papasozomenos, 1987 ; Moreno, 1999). Il est a noter
que Uinteraction des sous-unités CK2a (catalytique et régulatrice) se fait grace au méme
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motif consensus que ’antigéne petit t de SV40 qui lui inhibe la PP2A avec les
conséquences que |’on décrira par la suite (Heriche, 1997) (Cf. C IV 4).

d. CIP2A

Lors d’une recherche de nouveaux partenaires de PP2A dans des cellules
cancéreuses humaines, la protéine CIP2A (Cancerous Inhibitor of PP2A) a été identifiée
(Junttila, 2007). Cette protéine de 90kDa interagit avec le complexe PP2A,/c-MYC en se
fixant sur la sérine 62 de l'oncogene c-MYC. CIP2A empéche la déphosphorylation de c-
MYC sur la sérine 62 par PP2A augmentant la stabilité de c-MYC. Ce dernier va alors
induire la transformation de la cellule (Figure 15). CIP2A serait donc un oncogene inhibant
PP2A dans les cellules malignes. Cette hypothése est soutenue par le fait que cette
protéine est surexprimée dans deux cancers humains dont le cancer du coélon (Junttila,
2007).

c-MYC == Transformation cellule

<> > <
@ —>  Dégradation

Figure 15 : Illustration du réle de CIP2A dans la transformation cellulaire.

e. TIPRL-1

TIPRL-1 (target of rapamycin signaling pathway regulator-like) interagit
directement avec PP2Ac, PP4 et PP6 (Smetana, 2007). L’interaction entre PP2Ac et TIPRL-
1 est directe et ne nécessite pas le soutien de la sous-unité A mais on trouve parfois
TIPRL-1 avec le dimeére PP2A,. L’interaction entre PP2A et TIPRL-1 se fait
préférentiellement lorsque la sous-unité catalytique est méthylée (Nakashima, 2013).

L’interaction TIPRL-1/PP2Ac inhiberait PP2Ac (McConnell, 2007 ; Smetana, 2007)
permettant d’activer le complexe mTORC1 qui pourra ainsi phosphoryler un certain
nombre de substrats et induire la synthése protéique (Figure 16a). TIPRL-1 jouerait
également un role dans la signalisation en réponse aux dommages a ’ADN en régulant
PP2A. En effet, lors de dommages a UADN, il y a activation de la voie ATM/ATR qui
phosphoryle plusieurs substrats afin de bloquer les différents points de contréle du cycle
cellulaire (Cf. C Ill 1 a) et d’empécher la prolifération des cellules ayant des dommages a
UADN. TIPRL-1 inhibe PP2A qui déphosphoryle les protéines phosphorylées sous la
dépendance de ATM/ATR, ce qui permet une réponse correcte aux dommages a ’ADN
(McConnell, 2007) (Figure 16b). TIP41 (TIPRL-1) interagit avec Tap42 (a4) chez la levure et
empéche alors la fixation de SIT4 (PP6) (Jacinto, 2001). Cependant, chez les mammiferes
cette interaction n’est pas directe et nécessite la fixation a PP2Ac (Smetana, 2007).

53



Introduction

@)

w =3 Synthése protéique
<

(b) °
@ —] @ < > &= Dommages a ADN

Arrét cycle cellulaire

Figure 16 : Schématisation du réle de TIPRL dans la synthése protéique et la réponse aux dommages a
['ADN. S signifie substrat.

f. a4

Cette protéine joue plus un role de protéine chaperonne que de régulateur. En
effet, elle permet la stabilisation de PP2A et empéche sa dégradation. Elle joue le méme
role aupres des autres membres du groupe PP2A, c’est-a-dire PP4 et PP6.

(a) Condition de stress (b) Surexpression PP2Ac

W) U PP2Ac ,l, a4
PP2Ac

Voot
Vi wwy

Dégradation Protection de PP2Ac et
de la cellule J,
l Dégradation Protection
Apoptose
Figure 17 : lllustration du rdole de chaperonne de a4. (a) En condition de stress, a4 empéche

’ubiquitinylation de PP2Ac et donc sa dégradation et ’entrée en apoptose de la cellule. U signifie Ubiquitine.
(b) Lors d’une surexpression de PP2Ac, seuls les complexes PP2Ac/a4 ne seront pas dégradés. U signifie
Ubiquitine.

En effet, la déplétion de a4 entraine la dégradation de PP2Ac, PP4 et PP6 in vivo

(Kong, 2009). a4 interagit avec PP2Ac lorsque celle-ci est néo-synthétisée ou en
conditions de stress. Environ 2% de PP2Ac sont fixés a a4 (Di Como, 1996). Ce complexe
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PP2Ac/a4 ne montre que peu d’activité phosphatase in vitro envers divers substrats
(Kong, 2009). Par contre, bien qu’a4 maintienne PP2Ac inactive, elle permet la formation
des différentes holoenzymes actives de la PP2A. En conditions de stress, PP2Ac interagit
préférentiellement avec la protéine a4 plutdt qu’avec la sous-unité A qui est un
partenaire de PP2Ac en conditions normales. En condition de stress, la sous-unité A est
rapidement ubiquitinylée conduisant a sa dégradation. En l’absence d’a4, la PP2Ac est
également ubiquitinylée et la cellule entre en apoptose via des voies de signalisation
dépendantes de c-JUN et de p53. Ainsi a4 protege effectivement PP2Ac de la dégradation
mais protege également la cellule contre ’apoptose (Kong, 2009) (Figure 17a). De méme,
dans un contexte de surexpression, la PP2Ac néo-synthétisée interagit avec la protéine a4
ce qui empéche son ubiquitinylation et donc sa dégradation (Figure 17b). Cette protection
contre la dégradation est spécifique de a4, car si PP2Ac est surexprimée et se lie avec la
sous-unité A, les complexes PP2A, sont dégradés. De plus, a4 permet de réguler la réponse
aux dommages a ’ADN induits par un stress.

g. PTPA

Isolé a partir de muscle squelettique de lapin et d’ovocyte de xénope, le
PhosphoTyrosyl phosphatase Activator (PTPA) a été caractérisé comme un activateur de
PP2A (Cayla, 1990). Il est codé chez ’homme par un gene unique (ppp2r4) et son épissage
alternatif permet ’expression de sept isoformes dont quatre sont actives (Janssens,
2000). Chez la levure, il est codé par deux genes (rrd1 et rrd2) qui permettent
Uexpression de deux isoformes (YPA1 et YPA2) ayant des propriétés différentes. En effet,
YPA1 interagit avec la PP4 et la PP6 de levure (respectivement PPH3 et SIT4) tandis
qu’YPA2 interagit avec les 2 isoformes de PP2A (PPH21 et PPH22) avec une préférence
pour PPH21. Les deux isoformes interagissent directement avec la PP2Ac sans aucune
autre sous-unité chez la levure (Van Hoof, 2005).

Le premier role décrit de PTPA est un role activateur de l’activité tyrosine
phosphatase de PP2A, aux dépens de son activité sérine/thréonine phosphatase. En effet,
sa fixation a PP2A, en présence d’ATP diminue U’activité sérine/thréonine phosphatase de
la PP2A mais augmente son activité tyrosine phosphatase in vitro (Cayla, 1990 ; Van Hoof,
1994). De plus, PTPA augmente l’activité ATPasique de PP2A (Van Hoof, 1994 ; Chao,
2006). Une étude chez la levure in vivo montre, au contraire, que la déplétion en PTPA
augmente ’activité tyrosine phosphatase et que PTPA permet une spécificité de substrat
pour les sérines et les thréonines phosphorylées (Fellner, 2003). Plus récemment, il a été
montré que PTPA en présence d’ATP-Mg” réactive |’activité sérine/thréonine phosphatase
du complexe inactif PP2Ac/PME-1 (Longin, 2004). Les auteurs ont de ce fait proposé de
modifier le nom de PTPA en phosphatase two A phosphatase activator. Il a été confirmé
que PTPA activait également PP2A par un autre mécanisme. En effet, PTPA a un role de
peptidyl-prolyl cis/trans-isomerase (PPlase) sur la proline 190 (P190) de la PP2Ac (Figure
11) activant de ce fait la PP2Ac (Jordens, 2006).

Le PTPA humain a été cristallisé (Chao, 2006 ; Leulliot, 2006 ; Magnusdottir, 2006).
Néanmoins, ces trois études proposent des structures différentes. En effet, alors que
Magnusdottir et al. et Leulliot et al. décrivent une structure contenant respectivement
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treize ou quatorze hélices a, Chao et al. obtiennent une structure contenant dix-sept
hélices a et quatre petits feuillets B (Chao, 2006). Chao et al. ont, grace a cette
cristallisation, identifié six résidus impliqués dans Uinteraction de PTPA a PP2A chez
’homme. Il s’agit des résidus valines en position 209 et 281, acide glutamique en position
270, glycine en position 290, méthionine en position 294 et lysine en position 302 (V209,
E270, V281, G290, M294 et K302). Les sites de fixation de ’ATP sont situés dans des zones
trés conservées identifiées par Van Hoof et al. (Van Hoof, 1998).

h. Autres régulateurs

PP2A peut interagir avec de nombreux autres partenaires cellulaires moins
spécifiques tels que des protéine kinases, des récepteurs ou encore des facteurs de
transcription (pour revue, (Eichhorn, 2009 ; Guergnon, 2011)). Certains seront décrits dans
la suite de ce manuscrit.

4. Les toxines naturelles

PP2A a été identifiée initialement grace a sa capacité a étre inhibée par ’acide
okadaique, une toxine naturelle issue d’un dinoflagellé marin, et plus particulierement sa
plus grande sensibilité a cette toxine en comparaison a PP1 (ICso de 0.1-0.3 contre 15-50
pour PP1) (Bialojan, 1988). Depuis, un certain nombre d’autres toxines naturelles capables
d’inhiber U’activité des sérine/thréonine phosphatases ont été découvertes ayant chacune
des spécificités pour l'une ou l’autre des phosphatases (Tableau 7). Les inhibiteurs les
plus efficaces de la PP2A sont [’acide okadaique, la microcystine-LR et la nodularine
issues de cyanobactéries, la calyculine A purifiée a partir d’une éponge marine et la
fostriecine issue de Streptomyces pulveraceus. Cependant, a part la nodularine qui est
spécifique de la PP2A, les autres toxines sont capables d’inhiber d’autres phosphatases,
souvent PP4 qui est de la méme famille que PP2A et parfois PP1 (Swingle, 2007) (Tableau
7).

Tableau 7 : Effet des toxines naturelles sur l'activité des différentes sérine/thréonine phosphatases. ND :
non déterminé. D’aprés (Swingle, 2007) (Mitsuhashi, 2001).

Inhibition de I’activité sérine/thréonine phosphatase (ICsq nM)

Composé PP1 PP2A PP2B PP4 PP5 PP7 |
Acide 15-50 0.1-0.3 -4.000 0.1 3.5 ~1 000
okadaique
Microcystine-LR 0.3-1 <0.1-1 ~1 000 0.15 1 >1 000
Nodularine 2.4 0.3 >1 000 ND ~4 >1 000
Calyculine A 0.4 0.25 >1 000 0.4 3 >1 000
Tautomycine 0.23-22 0.94-32 >1 000 0.2 10 ND
Tautomycétine 1.6 62
Canthadrine 1100 194 >10 000 50 600 ND
Fostriecine 45 000-58 000 1.5-5.5 >100 000 3 50 000-70 000 ND
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lll. Roéle de PP2A

PP2A est impliquée dans de nombreux processus cellulaires grace au nombre
important de sous-unités et de protéines régulatrices, avec parfois des effets
complétements différents selon la composition de |’holoenzyme. En fait, on ne peut pas
parler du réle de PP2A mais plutot du role des PP2A en fonction de leur composition.

1. Implication de PP2A dans la régulation du cycle cellulaire

a. Quelques rappels sur le cycle cellulaire chez les eucaryotes

Le cycle cellulaire des eucaryotes est complexe et extrémement bien régulé afin
d’éviter la prolifération de cellules anormales pouvant conduire a des dégénérescences
cellulaires et/ou des pathologies (cancers ...).

Le cycle cellulaire eucaryote se déroule en deux grandes étapes : ’interphase et la
mitose. L’interphase est une phase de préparation de la cellule mere a sa division
prochaine tant au niveau de la préparation du matériel génétique qu’au niveau de la
synthese de la machinerie nécessaire pour la mitose proprement dite. L‘interphase est
subdivisée en 4 phases : la phase GO qui est une phase de quiescence de la cellule, la
phase G1 ou phase de croissance de la cellule, la phase S ou phase de réplication de I’ADN
et enfin la phase G2 ou phase de préparation de la mitose (Figure 18). Il est intéressant de
voir qu’au cours de U'interphase, on observe des phases intermittentes de synthése d’ADN
(phase S), tandis que la synthése de ’ARN et des protéines se déroule tout au long de
Uinterphase. Par contre la synthése des protéines qui controlent Uentrée dans les
différentes phases est cyclique.

Croissance
cellulaire

Dommage a ’ADN ?
Réplication complete ?

@—I Dommage a I’ADN ?

S

Réplication ADN

Croissance
cellulaire et
préparation de
la mitose

Figure 18 : Schématisation du cycle cellulaire chez les eucaryotes.

La mitose est la phase de division cellulaire proprement dite qui permet
’obtention de deux cellules filles a partir d’une cellule mére. Elle se compose de 4
phases : la prophase durant laquelle on observe la disparition de l’enveloppe nucléaire et
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la condensation des chromosomes, les chromatides sceurs vont ensuite s’aligner sur le
plan équatorial du fuseau mitotique au cours de la métaphase, puis étre séparées de part
et d’autre de ce plan équatorial vers les poles lors de ’anaphase. Enfin, les chromosomes
se décondenseront, l’enveloppe nucléaire se reformera et les cellules filles seront créées
par cytodiérése au cours de la télophase (Figure 19).

& Noyau .,

Fuseau
mitotique

Interphase Fin de l'interphase Prophase Prométaphase

Cytocinése

Plaque
équatoniale

Métaphase Anaphase

Télophase

Figure 19 : Schématisation de la mitose.

Au cours de ce cycle cellulaire, le passage d’une phase a une autre est finement
régulé par des points de controle afin d’empécher la prolifération de cellules anormales
ou dont le déroulement d’une phase se serait mal passé. Il existe deux points de controle
principaux : la transition G1/S et la transition G2/M. Le contrdle de la transition G1/S
permet d’empécher la réplication de l’ADN lorsque celui-ci est lésé, tandis que le controle
de la transition G2/M empéche les cellules n’ayant pas fini de répliquer leur ADN ou qui
présentent un défaut dans leur ADN, d’entrer en mitose (Figure 18). Le passage de ces
deux points de controle est indispensable et la bonne mise en place de ceux-ci est la
condition sine qua none d’une multiplication cellulaire normale.

Le déroulement de chaque étape du cycle cellulaire et du controle de ces étapes
est régulé par un certain nombre de protéines, notamment les cyclines et les kinases
dépendantes des cyclines (CDK), qui sont elles-mémes régulées par des modifications
post-traductionnelles et surtout les phosphorylations/déphosphorylations. PP2A est l’un
des acteurs de la régulation du cycle cellulaire, notamment en régulant les transitions.

b. Le role de PP2A dans la régulation de la transition G1/S

Le role de PP2A dans la transition G1/S différe selon I’holoenzyme étudiée et le
modele. En effet, plusieurs études montrent que certaines PP2A activent la transition
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G1/S tandis que d’autres inhibent cette transition. Les premieres études montrent que
PP2A active la transition G1/S. En effet, Uinhibition de PP2A bloque la transition G1/S par
la déphosphorylation de PpRB. pRB est une protéine qui est inactivée par
déphosphorylation totale par PP1 ou par hyperphosphorylation via les CDK (CDK2/CDK4 et
CDK6) (Figure 20). Cette protéine, lorsqu’elle est active, inhibe des facteurs de
transcription et empéche la transition G1/S. L’inhibition de PP2A empéche ’expression
des CDK qui permettent cette hyperphosphorylation et augmente [’expression des
inhibiteurs de CDK comme p27 ou p21. Ainsi, pRB est maintenue active (Yan, 1999) (Figure
20). De plus, PP2A induit U’expression de CDC2 et de la cycline A qui sont indispensables a
la progression en phase S (Schonthal, 1993). Dans les cellules transformées au contraire,
’inhibition de PP2A induit |’expression des cyclines A et B et de CDC2 (You, 1995). De
plus, PP2A permet le recrutement de la protéine CDC45 dans le complexe de pré-
réplication qui permet lui-méme le recrutement de I’ADN polymérase et la réplication de
’ADN et donc ’entrée en phase S (Chou, 2002).

O
(@
Cycline D Cycline A
CDK4 ﬂo CDC2 ﬂo
) — 3

Inacnf Actif Inactif Inactif Inactif

®) O%@I—

Cycline A
cbc2

pRB

Figure 20 : Illustration de l’activation de la transition G1/S par PP2A d’aprés (Schonthal, 1993 ; Yan,
1999). (a) Régulation de pRB au cours du cycle cellulaire. (b) Lorsque PP2A est inhibée, le cycle est bloqué en
phase G1 car il y a diminution de I’expression des CDK et des cyclines et une augmentation de |’expression de
p27 et p21.

Contrairement aux études citées précédemment, Lee et al. montrent que PP2Arse
inhibe la transition G1/S (Lee, 2010). En effet, dans les cellules NIH3T3, PP2A associée
aux sous-unités B56y2 ou B56y3 déphosphoryle p27. Or, la réplication de ’ADN qui a lieu
durant la phase S est réprimée durant la phase G1 notamment par la protéine p27. Cette
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derniére inhibe la kinase CDK2 en empéchant sa phosphorylation activatrice par la kinase
CAK (CDK activating kinase). CDK2 ainsi inhibée ne peut activer les facteurs de
transcriptions E2F empéchant ainsi la réplication de 'ADN. La phosphorylation de p27 sur
sa thréonine 187 va entrainer sa dégradation et donc une levée de ’inhibition de CDK2
débutant ainsi la réplication de ’ADN et par conséquent ’entrée en phase S (Lee, 2010)
(Figure 21).
Kinase
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Figure 21 : Schématisation de ’inhibition de la transition G1/S par PP2Ays¢ d’aprés (Lee, 2010).

c. Implication dans la mitose

i. Transition G2/M

Chez les eucaryotes, ’implication de PP2A dans U’entrée en mitose est complexe
et se fait a plusieurs niveaux. L’entrée en mitose est régulée par le MPF (Mitogen
promoting factor) qui est composé de la CDK1 et de la cycline B. Ce complexe est inactivé
en phase G2 par deux phosphorylations inhibitrices sur la thréonine 14 et la tyrosine 15 de
CDK1, ces phosphorylations étant catalysées par les kinases WEE1 et MYT1 (Mueller,
1995). PP2Arss5, en déphosphorylant WEE1, la maintient dans une forme active capable
d’inhiber CDK1 (Figure 22a). De plus, la phosphatase CDC25 qui permet de déphosphoryler
CDK1 est séquestrée par les protéines 14.3.3 grace a la déphosphorylation de la thréonine
138 de CDC25 par PP2Ars¢s activée par la phosphorylation de sa sous-unité B par CHK1
(Margolis, 2006). L’activation de la CDK2 au cours de la transition G2/M active CDC25 qui
va alors se dissocier de ses protéines chaperonnes. CDC25 va ainsi pouvoir déphosphoryler
CDK1 et donc U’activer (Figure 22b). Ce dernier pourra alors activer Greatwall qui activera
par phosphorylation les protéines ARPP19 et ENSA qui vont inhiber PP2A+ss (Gharbi-Ayachi,
2010 ; Mochida, 2010) (Figure 22c). Ainsi PP2A ne pourra plus activer WEE1 et inhiber
CDC25. De plus, CDK1 va inhiber directement les kinases WEE1 et MYT1. Ainsi par ces
divers mécanismes (rétrocontroles direct et indirect), le MPF sera pleinement actif et la
cellule pourra entrer en phase de mitose (Figure 22d). En résumé, U’activité de PP2A
bloque la transition G2/M.
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Figure 22 : Régulation de la transition G2/M. (a) Lors de la phase G2, le MPF (Cycline B/CDK1) est maintenu
inactif (hyperphosphorylé) sous ’action de MYT1 et WEE1 activé lui par PP2Arsss et par Uinhibition de CDC25
par PP2As¢s. (b) Lors de la transition G2/M, CDK2 est activée et va a son tour activer CDC25 ce qui entrainera
’activation du MPF qui pourra alors activer CDK2 et permettre la mise en place d’un rétrocontrole. (c)
L’activation du MPF va également phosphoryler et activer Greatwall qui va phosphoryler ARPP et ENSA qui
pourront alors inhiber PP2Arss. Cela entrainera (d) l’activation compléete de CDC25 et de WEE1 qui sera, avec
MYT, inhibé par CDK1. Le MPF sera alors pleinement actif et la cellule entrera en mitose.

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, le role de PP2A est un peu différent. En
effet, dans cet organisme, contrairement aux autres eucaryotes, l’activation de
Uorthologue de CDC25 (MIH1) et Uinhibition de orthologue de WEE1 (SWE1) par
PP2A,/CDC55 ne semblent pas impliquées dans la transition G2/M (Booher, 1993 ; Yang,
2000). Cependant, Rossio et al. et Juanes et al. montrent que linhibition de CDC25
(MIH1) ou de WEE1 (SWE1) bloque cette transition (Rossio, 2011 ; Juanes, 2013). Bien que
S. cerevisiae posséde des orthologues des endosulfines (IGO1 et IGO2) et un orthologue de
Greatwall (RIM15) qui inhibent PP2A,/CDC55 in vitro, ces protéines activent PP2A,/CDC55
in vivo (Juanes, 2013). Or, chez S. cerevisiae contrairement aux autres eucaryotes dont
Schizosaccharomyces pombe, PP2A,/CDC55 induit la transition G2/M (Lin, 1995 ; Evans,
1997). Juanes et al. ont montré que IGO1 et IGO2 permettent la translocation au
cytoplasme de PP2A,/CDC55 induisant ainsi la transition G2/M (Juanes, 2013). De méme,
les protéines ZDS1 et ZDS2 (Zillion different screens) induisent la séquestration de PP2Arss
dans le cytoplasme lors de la phase M. Dans le cytoplasme, cette holoenzyme
séquestrerait WEE1 (SWE1) dans le cytoplasme, contenant des inhibiteurs de WEE1,
conduisant a ’inhibition de WEE1 (SWE1) et donc a 'activation du MPF (Rossio, 2011).
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ii.  Séparation des chromatides soeurs

Au cours de la prophase et de la prométaphase, les chromatides sceurs vont se
dissocier partiellement restant liées au niveau des centromeres. La protéine PLK1 (polo-
like kinase 1) va phosphoryler la sous-unité SA des cohésines impliquées dans la cohésion
des chromatides sceurs et permettre ainsi de dissocier les bras des chromosomes. Au
niveau du centromeére par contre, la protéine shugoshin 1 (SGO1) va recruter PP2Ars, pour
contrebalancer l"action de PLK1 jusqu’a ’anaphase (Kitajima, 2006 ; Riedel, 2006 ; Tang,
2006) (Figure 23). Ainsi, les chromatides resteront associées uniquement au niveau de leur
centromere, leurs donnant la forme de X bien connue, et pourront par ce biais s’attacher
au fuseau mitotique.

Prometaphase Metaphase

Cohesine
@,
P

~.a

Chromosome

Figure 23 : Role de PP2As5¢ dans la séparation des chromatides sceurs (d’aprés (Wurzenberger, 2011)).

iii. Sortie de mitose

A la fin de la mitose dans les cellules mammiféres, ’ubiquitine ligase APC/C
(Anaphase-promoting complex/cyclosome) va ubiquitinyler la cycline B et les sécurines
conduisant a leur dégradation. Ainsi, le MPF sera inactif, permettant la sortie de mitose et
les séparases, préalablement inhibées par les sécurines, pourront cliver les liaisons entre
les cohésines et permettre la séparation totale des chromatides sceurs a l’anaphase. De
plus, Greatwall et ENSA sont déphosphorylées réactivant de ce fait PP2Arss.

Chez la levure, la sortie de mitose est controlée par CDC14. Cette phosphatase est
inhibée par NET1 et CFI1. Ces deux inhibiteurs sont actifs lorsqu’ils sont déphosphorylés
par PP2Arss. La phosphorylation par CDK1 et Uinhibition de PP2Arss par ZDS1 et ZDS2,
certainement par translocation au cytoplasme, entrainent ’activation de CDC14 durant
’anaphase permettant la sortie de mitose (Rossio, 2011).

d. Implication dans la méiose

Au cours de la métaphase |, PP2Arss entraine la séquestration et donc ’inhibition
de CDC14 via NET1 et CFI1. Lors de l’anaphase |, les chromatides sceurs seront séparées
sauf au niveau des centrosomes grace a l’action de PP2Ars, qui, comme durant la mitose,
contrebalance le role de PLK1. De plus, les séparases vont inhiber PP2Arss ce qui relachera
CDC14 qui induira la formation du fuseau mitotique autour de chaque chromosome
individualisé au cours de la méiose |I. En métaphase Il,PP2Arss entraine a nouveau la
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séquestration de CDC14 et B55 empéche la formation des complexes PP2Arss protégeant
les centrosomes des séparases. De plus, 127" va inhiber PP2Ac permettant |’action des
séparases (Chambon, 2013). Ainsi, les chromatides sceurs vont se séparer et U'inhibition a
’anaphase Il de PP2Arss par les séparases entraine la libération de CDC14 et la sortie de
meiose.

2. PP2A dans l’apoptose

Le role de PP2A dans ’apoptose ou mort cellulaire programmée semble différer
d’un organisme a l'autre. En effet, PP2A est pro-apoptotique chez les mammiféres et
anti-apoptotique chez la drosophile. PP2A agit au niveau de la voie intrinséque ou
mitochondriale de ’apoptose, ’autre voie étant la voie des récepteurs de mort. La voie
intrinseque est activée par des drogues, les UV, les dommages a ’ADN ou encore la
privation en facteurs essentiels. L’un des acteurs principaux de cette voie de ’apoptose
est la protéine BCL-2 (B cell Leukemia protein-2). Cette protéine est anti-apoptotique et
empéche ’activation des caspases. Les caspases sont des protéases qui clivent un grand
nombre de substrats tels que des kinases, des protéines impliquées dans la réparation de
’ADN mais également BCL-2 et leurs clivages entrainent ’apoptose.

Chez les mammiféres Chez la drosophile
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Figure 24 : Role de PP2A+¢; dans l'apoptose. Chez les mammiféres, PP2A est pro-apoptotique. (a) En effet,
les céramides transloquent PP2Arq a la mitochondrie ou elle séquestrera BCL-2 et induira l’apoptose. (b) De
méme, la déplétion en IL-3 du milieu induit U’activation de BAD qui va initier 'apoptose. (c) Chez la
drosophile au contraire, PP2A1¢, est anti-apoptotique. L’apoptose est induite par ’inactivation de MDM2. En
effet, lorsque MDM2 est inactivé par phosphorylation, p53 peut alors activer les protéines REAPER et HID qui
inhibent les inhibiteurs de caspases. Ceux-ci seront alors inactifs et les caspases pourront induire |’apoptose.
PP2Ar¢1, elle va activer MDM2 qui conduira a la dégradation de p53 et donc a Uinhibition de |’apoptose.

Pas apoptose
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Chez les mammiferes, les céramides qui sont les seconds messagers dans la
signalisation de [’apoptose, activent PP2Ar4, et induisent sa translocation a la membrane
mitochondriale. La, PP2A se fixe sur la protéine anti-apoptotique BCL-2 et ’inhibe (Deng,
1998 ; Galadari, 1998 ; Ruvolo, 1999 ; Ruvolo, 2002) (Figure 24a). Dans un milieu déplété
en IL-3, PP2A déphosphoryle BAD qui est une protéine pro-apoptotique de la famille BCL-2
(Figure 24b). Enfin, suite a une activation des caspases par un signal apoptotique, la
caspase 3 clive la sous-unité A. PP2Ac libérée est trés active et induit [’apoptose (Santoro,
1998).

Chez la drosophile, il semblerait au contraire que ’hétérotrimere PP2A+¢,; soit anti-
apoptotique. La cycline G1 recrute PP2Ar; pour déphosphoryler MDM2 (Murine double
minute 2), une ubiquitine ligase. Celle-ci va alors ubiquitinyler le facteur de transcription
p53 et donc induire sa dégradation (Okamoto, 2002). De ce fait, les protéines REAPER et
HID ne seront pas transcrites et incapables de séquestrer les inhibiteurs de caspases.
Ceux-ci vont alors inhiber les caspases et protéger la cellule de U’apoptose (Li, 2002)
(Figure 24c).

3. Autres roles de PP2A

PP2A est impliquée dans la contraction des muscles lisses en régulant l’activité des
canaux calciques (pour revue (Butler, 2013)). De méme, PP2A est impliquée dans le
développement du cceur (Varadkar, 2014). Elle est également impliquée dans la réponse
aux stimuli nocicepteurs conduisant a la diminution de la sensibilisation centrale a la
douleur, dans linduction et la maintenance de la plasticité synaptique et dans la
transmission synaptique (pour revue (Wang, 2013)).

IV. PP2A et les pathologies

Comme nous ’avons vu précédemment, de nombreuses sous-unités régulatrices de
PP2A sont localisées préférentiellement au niveau du cerveau et du cceur. Il n’est donc
pas surprenant que PP2A soit impliquée dans des pathologies neurodégénératives comme
la maladie d’Alzheimer ou qu’elle soit associée a des problémes cardiaques. De plus,
Uimplication de PP2A dans le cycle cellulaire et son controle en font une cible de choix
dans les cancers.

1. PP2A et la maladie d’Alzheimer

PP2A est un acteur majeur dans la maladie d’Alzheimer. Cette pathologie est
caractérisée par des neurodégénérescences neurofibrillaires liées a [’absence de
transmission de molécules essentielles au neurone et a la formation de plaques séniles.
L’absence de transmission de composés indispensables au neurone cause la mort
cellulaire. C’est U’enchevétrement des neurofibrilles qui empéche la transmission du
message. Les neurofilaments et les microtubules s’enchevétrent via la protéine TAU
hyperphosphorylée. Les plaques séniles sont des agrégats de peptides béta-amyloides AB
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issus d’un mauvais clivage de la protéine APP (Amyloid-precursor protein) et conduisent a
’apoptose du neurone.

Dans 20% des cas de maladie d’Alzheimer, on observe une augmentation de
[’activité des inhibiteurs 117"* et 12°"** dans le cerveau (Tanimukai, 2005 ; Chen, 2008).
Or, ’augmentation de l’activité des deux inhibiteurs conduit a |’hyperphosphorylation de
TAU. De plus, 117" induit la dégradation du cytosquelette neuronal et l’inhibition de la
croissance des neurites (Saito, 1995 ; Chen, 2008), tandis que la surexpression de [27°%
entraine une neuro-dégénérescence, une augmentation de l’expression intraneuronale de
AB et une aggravation de la perte de mémoire (Wang, 2010). L’expression de PME-1,
enzyme déméthylant PP2A, conduit également a ’hyperphosphorylation de TAU mais aussi
au clivage de UAPP induite par sa phosphorylation et donc ’accumulation de peptides AB
(Sontag, 2004a ; Sontag, 2007 ; Sontag, 2008 ; Zhou, 2008). On peut également noter que
la diminution de Uexpression de la sous-unité B55a au niveau des cortex frontaux et
temporaux est corrélée avec une hyperphosphorylation de TAU (Sontag, 1999 ; Sontag,
2004b).

2. PP2A et les maladies cardiaques

La régulation fine du systéeme adrénergique est importante voire essentielle dans le
bon fonctionnement du muscle cardiaque et une mauvaise régulation induit des
pathologies. La régulation se fait par une balance kinases/phosphatases. Par exemple, une
augmentation de U’activité de la GSK-3 est liée a la mort cellulaire des cardiomyocytes
dans les cas d’ischémie/reperfusion (Miura, 2009). PP2A semble impliquée dans cette
régulation. Toutes les sous-unités régulatrices de PP2A, a U’exception de B55y, sont
exprimées dans le muscle cardiaque et présentent une distribution spécifique. Les sous-
unités C et A sont, par exemple, exprimées dans tout le myocyte tandis que B56y est
présent dans le noyau et que B’’ est exprimée dans les lignes Z et M des cardiomyocytes.
DeGrande et al. montrent que dans les cas d’insuffisance cardiaque ischémique,
Uexpression de PP2A et de certaines de ses sous-unités régulatrices est augmentée
(DeGrande, 2013). De plus, ils observent une augmentation de PP2Ac inactivée par
phosphorylation sur la tyrosine 307, dans les défaillances cardiaques non ischémiques et
une diminution de PP2Ac méthylée dans les insuffisances cardiaques. Ces deux
modifications post-traductionnelles induisent une perte d’interaction de PP2A, avec les
sous-unités B55. Le role exact de PP2A dans ces maladies cardiaques n’est pas encore
clairement établi, bien que cette phosphatase soit impliquée dans ces pathologies
(DeGrande, 2013).

3. PP2A et les cancers

La dérégulation de PP2A et de ses sous-unités est associée au développement de
certains cancers. Il a été observé que la sous-unité AB est mutée dans 15% des tumeurs
primaires du poumon et des carcinomes colorectaux et on observe une perte de
’hétérozygotie pour ce locus dans 30 a 50% des carcinomes généralisés (seins, poumons,
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ovaires, col de l'utérus) et des mélanomes et dans 15% des lymphomes non-hodgkiniens et
des leucémies lymphoides chroniques (Wang, 1998). La surexpression de ’inhibiteur 1277
est observée dans différentes tumeurs malignes humaines dont la tumeur de Wilms et les
leucémies (Fornerod, 1995 ; Carlson, 1998).

PP2A est généralement considérée comme un suppresseur de tumeur (Janssens,
2005). Cependant, des études récentes montrent que son role est controversé et selon les
sous-unités impliquées, on constate un effet suppresseur de tumeur ou un effet
oncogénique (Eichhorn, 2009).

PP2A peut avoir un role suppresseur de tumeur. En effet, en réponse aux
dommages a ’ADN, [’holoenzyme PP2Ars, est activée et va stimuler la voie p53. PP2Arse,
stabilise la protéine suppresseur de tumeur p53 qui va activer la transcription de BAX,
acteur de l’apoptose (Dohoney, 2004 ; Li, 2007). De méme, PP2A¢, déphosphoryle c-MYC
qui sera alors dégradé et ne pourra plus induire la transformation de la cellule. Ainsi dans
certains cancers, on observe l’augmentation de CIP2A qui inhibe PP2A et entraine la
stabilisation de c-MYC et la cancérisation (Junttila, 2007) (Cf. C Il 3 d). PP2Ass, joue
également son role de suppresseur de tumeur en inhibant la kinase oncogéne AKT (ou
PKB), qui induit la tumorigenése (Kuo, 2008). PP2A empéche aussi la tumorigenése en
inhibant la voie des MAP kinases qui induit la prolifération cellulaire. En effet, PP2Arss,
inhibe la kinase c-SRC qui active la voie MAPK (Eichhorn, 2007). De plus, PP2A, associée a
PR61B ou PR61y peut directement déphosphoryler ERK empéchant ainsi [’activation de la
transcription (Letourneux, 2006). La surexpression de 12°°?* augmente |’activation de c-
JUN et de ERK (Al-Murrani, 1999 ; Harmala-Brasken, 2003) et l’inhibition de PP2A par 27"
est nécessaire pour la tumorigenese de la leucémie myéloide chronique induite par
BCR/ABL. Cette inhibition est contrebalancée par le traitement a U'imatinib méthylé
(Gleevec® STI571) qui inhibe Uexpression de 127" et restaure l’activité de PP2A et
Uinhibition de BCR/ABL (Neviani, 2005). La régulation de la voie WNT par PP2A, entre
autres, permet d’éviter la prolifération anarchique et la tumorigenése. En effet,
[’accumulation de B-caténine, substrat de WNT, est observée dans de nombreux cancers.
La surexpression des sous-unités PR61 de PP2A inhibe la voie WNT (Seeling, 1999). Mais
d’autres sous-unités sont également impliquées dans cette inhibition (pour revue
(Eichhorn, 2009)).

PP2A peut également avoir un role d’oncogéne. Par exemple, en réponse aux
facteurs de croissance, PR55a est recrutée par le complexe PP2A,/RAF1/KSR1. RAF1 et
KSR1 seront alors déphosphorylés sur des sites de fixation a la protéine 14-3-3 résultant en
’activation de la voie des MAP kinases et a la prolifération cellulaire (Adams, 2005).

4, PP2A et les virus

Un certain nombre de virus, comme les virus transformant a ADN de la famille des
papovae et des papillomae ou comme le rétrovirus HTLV-1, expriment des protéines
capables d’interagir avec PP2A et d’induire soit la transformation cellulaire soit
’apoptose des cellules (pour revue (Guergnon, 2011)). L’apoptose des cellules va avoir
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lieu dans les stades tardifs des infections virales. En effet, le virus dans les premieres
phases de l'infection met en place des mécanismes pour éviter ’apoptose de la cellule
mais dans les phases tardives au contraire, il va induire ’apoptose pour pouvoir se
propager.

Dans les infections virales a adénovirus, PP2A empéche |’apoptose de la cellule. En
effet, PP2A/B55a se lie a E4orf4 via B55a, ’active et par ce biais inhibe la transcription
de JUN-B, hypophosphoryle E1A et c-FOS ce qui réprime la transcription du gene E4orf4 du
virus (Kleinberger, 1993). De méme, E4orf4 peut se lier a une autre holoenzyme de PP2A,
PP2A,/PR61 et dans ce cas il inhibe sa transcription et induirait son épissage alternatif
(Kleinberger, 1993 ; Bondesson, 1996 ; Kanopka, 1998). Par contre, dans le cas des
adénovirus infectant les cellules tumorales, PP2A est impliquée dans |’apoptose induite
par la protéine virale E4orf4 indépendamment de la voie p53. En effet, E4orf4 se lie a la
sous-unité B55 activant ainsi PP2A (Kleinberger, 1993) qui induira l’apoptose (Shtrichman,
1999 ; Marcellus, 2000).

Les papovavirus, eux, codent pour des antigénes impliqués dans la transformation
et la réplication. Parmi ces antigenes, on peut citer ’antigéne petit t du virus simien 40
(SV40) et les antigénes petit t et moyen T du polyoma virus. Ces trois antigenes sont
capables de se lier a PP2A (Pallas, 1990). Les antigenes petit t et moyen T du polyoma
virus favorisent ’activité tyrosine phosphatase de PP2A et la transformation de la cellule
(Cayla, 1993). L’interaction de l’antigene petit t de SV40 est observée avec le dimere
PP2A,. En fait, in vitro il dissocie les triméres de PP2A dépendamment de la sous-unité B
impliquée (Chen, 2007) et in vivo, il serait capable de se lier directement aux dimeres
néo-synthétisés et de diminuer la synthese des sous-unités B (Sontag, 1997 ; Nunbhakdi-
Craig, 2003). L’antigene petit t de SV40 inhibe PP2A (Kamibayashi, 1994) et de ce fait
induit la prolifération cellulaire notamment en activant la transition G1/S, empéche
’apoptose par des voies anti-apoptotiques et induit des modifications du cytosquelette
(pour revue (Sablina, 2008)).

V. PP2A chez les parasites

Malgré le role primordial de PP2A dans un grand nombre de processus cellulaires et
de pathologies chez les eucaryotes, l’étude de cette phosphatase chez les parasites et
dans les maladies parasitaires en est encore au stade embryonnaire. Cependant, les
études réalisées démontrent l'importance de la protéine phosphatase de type 2A et sa
régulation dans les infections parasitaires.

Chez certains parasites, ’étude du role de leur PP2A démontre son importance
dans le développement et la survie du parasite. Par exemple, chez le protozoaire
Trypanosoma cruzi, Gonzalez et al. ont montré que PP2A est impliquée dans la
transformation du trypomastigote en amastigote (Gonzalez, 2003). Chez son cousin
Trypanosoma brucei, PP2A inhibe la transition G2/M (Li, 2006) et est impliquée dans la
cytokinése et la ségrégation des génomes des organites (Das, 1994). PP2A régule chez
Giardia lamblia |a formation des kystes qui le protége contre ’environnement ainsi que la
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sortie du parasite hors du kyste pour pouvoir se développer (Lauwaet, 2007). Chez le
nématode Ascaris, PP2A est impliquée dans la motilité du sperme (Yi, 2009). En effet, le
sperme d’Ascaris se déplace en rampant, impliquant la protrusion de la partie antérieure
du ver et la rétractation de sa partie postérieure. PP2A est impliquée via la
déphosphorylation de la protéine Major Sperm Protein (MSP) fiber protein 3 dans la
rétractation de la partie postérieure du ver. L’importance de PP2A chez les parasites a
incité Solano-Parada et al. a mettre au point un vaccin ciblant la PP2A du nématode
parasite Angiostrongylus costaricensis (Solano-Parada, 2010). Ce vaccin s’est avéré
efficace chez la souris et prévient 'infection parasitaire.

Certains parasites sont également capables de réguler ’activité de la protéine
PP2A de I’hote afin de se protéger mais également de se propager. Ainsi, [’apicomplexe
Theileria parva exprime une caséine kinase 2 a et augmente l’activité de la CK2a de
’hote dans les lymphocytes des bovins qu’il infeste (ole-MoiYoi, 1993). Or, la CK2a active
PP2A qui déphosphoryle alors MEK, ce qui empéche la prolifération cellulaire et donc
protége le parasite (Heriche, 1997). De méme, le protozoaire Leishmania donovani est
capable d’activer la PP2A des macrophages de I’hote qu’il infecte. En effet, ’infection
induit une augmentation de la production des céramides dans le macrophage. Ceux-ci vont
activer la PKCZ qui activera a son tour PP2A. Cela entraine alors la déphosphorylation de
PKB et de la voie des MAP kinases, notamment ERK. Tout ceci induit ’inhibition de
’activité du macrophage notamment la production d’acide nitrique et de TNFa et protege
le macrophage infecté du systeme immunitaire (Dey, 2007 ; Kar, 2010). Enfin, Toxoplasma
gondii, un apicomplexe, exporte au noyau de I’hote la protéine GRA16 issue des granules
denses. Cette protéine va entrainer la translocation au noyau de PP2Ac et de la sous-unité
PR55 (Bougdour, 2013). Or ’holoenzyme PP2Arss inhibe la transition G2/M laissant ainsi au
parasite l'opportunité de se développer (Brunet, 2008 ; Molestina, 2008). Néanmoins le
role exact de PP2A dans cet arrét du cycle cellulaire n’a pas été vérifié.

La protéine PP2A des parasites et la régulation de la PP2A de U’hote par les
parasites semblent donc primordiales lors des infections parasitaires pour la protection du
parasite et son développement.

VI. PP2A chez Plasmodium

Bien que PP2A soit une phosphatase majeure, peu de choses sont connues sur cette
phosphatase chez Plasmodium.

En 1998, Yokoyama et al. déterminent qu’une activité phosphatase liée a PP2A
existe dans le parasite Plasmodium falciparum mais que PP1 présente une activité plus
importante (Yokoyama, 1998). De plus, ces phosphatases sont essentielles pour le parasite
car leur inhibition par [’acide okadaique et la calyculine A inhibe la croissance des
parasites (Yokoyama, 1998).

Par la suite, Dobson et al. caractérisent la PfPP2A en purifiant [’activité
phosphatase d’extrait de P. falciparum (Dobson, 1999). Dobson et al. obtiennent trois
fractions dont l’une présente une activité phosphatase indépendante de la calmoduline.
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Aprés purification de cette fraction, il s’avere que c’est un complexe de trois protéines
ayant des masses moléculaires de 35, 53 et 57kDa, s’apparentant respectivement aux
sous-unités catalytiques, B et A de la PP2A humaine. La PfPP2Ac possede une activité
phosphatase dépendante du Mn?, elle déphosphoryle préférentiellement, comme ses
homologues, la sous-unité a de la phosphorylase kinase et montre une inhibition de 50% de
son activité en présence de 0,2nM d’acide okadaique. Par micro-séquencage, ils
déterminent que la PfPP2A correspond a la séquence MP03041 du centre Sanger qui
correspond a "actuelle PF3D7_0314400 présente dans la base de données des génomes de
Plasmodium PlasmoDB (Dobson, 1999). Cette séquence présente 54,2% d’identité avec la
PP2Ac de ’homme et plus de 60% avec la PPH21 de la levure. De plus, elle comporte les
motifs du site catalytique des sérine/thréonine phosphatases et également le site de
fixation a l’acide okadaique.

Un inhibiteur de cette phosphatase a été identifié chez P. falciparum. Dénommé
PfARP, cet inhibiteur est un homologue d’127"*. PfARP inhibe spécifiquement PfPP2A avec
un IC50 de 8nM similaire a I’IC50 observé avec son homologue bovin (Dobson, 2003).
Pf127"** est |’inhibiteur principal de PfPP2A. De méme que ses homologues, il est capable
d’activer AP-1 via c-JUN en inhibant PP2A dans des cellules de mammiferes. PfARP est une
protéine cytoplasmique présente a tous les stades parasitaires intra-érythrocytaires
(Dobson, 2003). Cette protéine avait été décrite chez P. berghei (PbB7) comme étant une
protéine nucléaire présente a tous les stades asexués du parasite (Birago, 1996). Il existe
deux transcrits de PbB7, ’un de 1,4kb spécifique des stades érythrocytaires et l’autre de
1,8kb exprimé dans les gamétocytes (Pace, 1998). Une étude de 2005, confirme la
présence des deux isoformes de cette protéine nommées PfNAPS et PfNAPL
respectivement (Nucleosome assembly protein short ou long) (Chandra, 2005). Chandra et
al. montrent que Uexpression de PfNAPL est cytoplasmique tout au long du cycle
érythrocytaire du parasite et dans les gamétocytes tandis que celle de PfNAPS est
préférentiellement nucléaire (Chandra, 2005). Enfin, Pace et al. montrent que les deux
variants sont en fait sous le controle de deux promoteurs différents, ’isoforme de 1,4kb
nucléaire est exprimée dans les stades asexués, les gamétocytes, les oocinetes et
’oocyste, tandis que l’isoforme de 1,8kb est, elle, exprimée dans les gamétocytes avec
une surexpression dans les gamétocytes males et dans les oocinétes (Pace, 2006).
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Les phénomenes de phosphorylation/déphosphorylation sont essentiels pour
Plasmodium. En effet, comme nous l'avons décrit dans Lintroduction, Uinterruption,
Uinterférence ou Uinhibition d’un certain nombre de kinases ou de phosphatases induit la
mort du parasite. De plus, ces enzymes sont impliquées dans de nombreux mécanismes
biologiques comme la régulation du cycle cellulaire, les mécanismes de réinvasion, la
virulence du parasite et la régulation de U’activité de la cellule héte pour permettre sa survie.
La régulation de ces enzymes est donc primordiale.

L’étude de la régulation de ces protéines est de ce fait un enjeu majeur dans la
compréhension de la biologie du parasite et a plus long terme dans la lutte contre le parasite.
L’étude des régulateurs de phosphatases est donc cruciale. En effet, comme nous [’avons
expliqué précédemment, le nombre de phosphatases est plus faible que le nombre de kinases.
Cette différence est compensée par ’existence et ’activité de sous-unités ou de protéines
régulatrices des phosphatases qui controlent l'activité, la localisation ou encore la spécificité
vis-a-vis du substrat des phosphatases.

Dans ce contexte, notre laboratoire s’intéresse a ’étude de la régulation de deux
phosphatases majeures de P. falciparum : PfPP1 et PfPP2A. Il est apparu que les régulateurs
des phosphatases sont aussi importants et essentiels que les phosphatases elles-mémes.
L’étude de trois régulateurs de PfPP1, PfLRR1, Pfl2 et PfI3 a montré qu’ils sont essentiels a la
survie du parasite au cours du cycle érythrocytaire. En effet, Uinterruption de ces géenes ne
permet pas d’observer de parasite viable (Freville, 2012 ; Freville, 2013). De plus,
Uinterruption mécanique de interaction entre PfPP1 et deux de ses régulateurs, Pfl2 et Pfl3,
par U'utilisation de peptides spécifiques dérivés de leurs motifs d’interaction, diminue la
croissance parasitaire ((Freville, 2013) ; Fréville et al. article en préparation).

En ce qui concerne la protéine phosphatase PP2A et sa régulation chez P. falciparum,
peu d’études ont été faites. En effet, la sous-unité catalytique a été identifiée chez le
parasite mais son role exact n’a pas été déterminé bien qu’elle semble essentielle pour le
parasite (Yokoyama, 1998 ; Dobson, 1999) (Cf. Introduction C IV). Parmi les régulateurs de
PfPP2A, seul l'inhibiteur PfI2""* a été identifié et caractérisé (Cf. Introduction C IV). Ce
régulateur est essentiel pour la survie du parasite car interruption de ce géne n’est pas
viable et n’a jamais pu étre observée (http://www.pberghei.eu/index.php?rmgm=246).

L’objectif de cette thése est donc d’étudier la régulation de PP2A chez Plasmodium
falciparum. Pour cela, un recensement des régulateurs putatifs de PfPP2A identifiés par des
études de bio-informatique comparatives a été fait afin d’établir une vue d’ensemble des
mécanismes potentiels de la régulation de PfPP2A. Trois orthologues putatifs de régulateurs,
PfI17P%4 Pf127"** et PfPTPA présentant respectivement 27%, 27,5% et 32% d’identité avec leurs
orthologues humains ont été caractérisés moléculairement. Nous avons ensuite focalisé notre
attention sur la caractérisation fonctionnelle de ’'un d’entre eux, le PfPTPA et notamment sur
son role dans la régulation de PP2A. Ainsi, dans un premier temps, l’interaction entre PfPTPA
et PfPP2A a été vérifiée, puis des études fonctionnelles ont permis d’explorer les effets de
PfPTPA sur U’activité de PP2A in vitro et in vivo dans un modele hétérologue. Ensuite, des
études sur la relation structure/fonction ont été mises en place pour déterminer les motifs
essentiels a l’interaction et a I’activité de la protéine parasitaire. Enfin, des approches in vivo
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chez le parasite et dans un modele hétérologue nous ont permis d’appréhender son role dans
la régulation du cycle cellulaire. Au cours de cette étude, une caractéristique spécifique de la
protéine parasitaire PfPTPA nous a amenés a étudier le role de PfPTPA dans la régulation
d’une autre phosphatase : la PfPP1. Nous avons ainsi mis en place ’étude de |’interaction
directe entre les deux protéines et de la régulation de PP1 par PfPTPA.

Cette étude permet d’avoir une meilleure compréhension de la régulation de la
phosphatase de type 2A chez le parasite Plasmodium falciparum et de son role dans la
biologie du parasite.
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A. IDENTIFICATION DES SOUS-UNITES ET DES REGULATEURS DE
PP2A CHEZ PrLAsmoDIUM FALCIPARUM ET ETUDES PRELIMINAIRES

I. Identification des sous-unités de PfPP2A et de ses régulateurs

Des analyses de bio-informatique comparative ont permis d’identifier dans le
protéome de Plasmodium falciparum plusieurs sous-unités et quelques régulateurs de
PP2A. Ces analyses ont été faites en alignant les séquences protéiques des diverses sous-
unités sur la banque de données de Plasmodium falciparum, PlasmoDB (base de données
génomiques et protéiques des Plasmodiums). Nous avons ainsi recherché des orthologues
des sous-unités humaines de PP2A notamment les isoformes a et B de la sous-unité A, des
orthologues des isoformes a, B, y, et 0 de la famille des sous-unités B, des orthologues des
isoformes a, B, y, 0 et € de la famille des sous-unités B’, des orthologues des isoformes
PR72, PR130, PR59 et PR48 de la famille des sous-unités B’’ et des orthologues de la
Striatine, de la SG2NA et de la Zinedine. Nous avons également recherché des orthologues
des protéines régulatrices humaines de PP2A comme LCMT1, PME-1, a4, [17°% 127"
PTPA, CIP2A, ENSA, ARPP-19 et TIPRL.

Cette recherche nous a permis de retrouver la sous-unité catalytique de PfPP2A
précédemment identifiée par Dobson et al. dans des fractions d’extrait soluble de P.
falciparum (Dobson, 1999). Le séquencage de la partie N-terminale de la protéine
identifie la protéine PfPP2A comme la protéine sous le numéro d’accession de PlasmoDB
PF3D7_0314400 (ancien numéro d’accession plasmoDB : PFC0595c, ancien numéro
d’accession du centre Sanger : MP03041).

Le génome de P. falciparum posséde une sous-unité A, annotée comme telle dans
PlasmoDB, présentant environ 20% d’identité avec son orthologue humain. En ce qui
concerne les sous-unités B, une protéine s’aligne avec les sous-unités Ba, By2 et BO
humaines. Mais une analyse plus poussée montre que seuls les domaines WD40 s’alignent
et qu’il ne s’agit donc pas d’une sous-unité B. Aucun orthologue de sous-unité B’ n’a été
retrouvé. Par contre, il existe un orthologue des sous-unités B’’ dont la partie C-terminale
s’aligne avec PR130 et PR72 et qui est annoté comme sous-unité régulatrice de PP2A dans
PlasmoDB (Tableau 8).

Notre étude a également révélé que P. falciparum posséde des orthologues des
inhibiteurs 117" et 127"** qui présentent 27% d’identité avec leurs orthologues humains.
Cependant, bien que 127" soit identifié comme NAPS (Nucleosome assembly protein short
isoform), l’'un des autres noms de 127°*, 11" n’a, quant a lui, pas été annoté. Un
orthologue de PTPA a été annoté. Il présente plus de 32% d’identité avec son orthologue
humain. Un orthologue de a4 est aussi annoté dans le protéome de P. falciparum, de
méme qu’une LCMT1 qui est connue pour méthyler PP2A (Tableau 8). L’interrogation de la
banque de données PlasmoDB n’a pas permis d’obtenir une séquence orthologue a la PME-
1 humaine, qui a Uinverse de LCMT1 déméthyle PP2A. La protéine PME-1 de ’homme
s’aligne avec une a/B hydrolase qui présente 25% d’identité sur une zone couvrant

)
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uniquement 25% de la protéine totale. Enfin, les régulateurs ENSA, ARPP19 et TIPRL n’ont
pas d’orthologue chez P. falciparum.

Tableau 8 : PP2A et ses sous-unités existant chez P. falciparum.

Description dans Numéro Couverture Identité sur Identité Références

PlasmoDB d’accession alignement [’alignement
proteine
PfPP2Ac serine/threonine PF3D7_0314400 97% 55% 54,2%
phosphatase, putative

(Dobson,
1999)

PP2A sous-unité
PfA régulatrice A, PF3D7_1319700 90% 25%
putative
PP2A sous-unité
régulatrice, putative
phosphotyrosyl
PfPTPA phosphatase PF3D7_1430100 90% 32% 32,3%
activator, putative
Pfl1 Protéine inconnue PF3D7_1427900 65% 34% 27%
nucleosome assembly o
Pfl2 protein (NAPS) PF3D7_0919000 82% 30% 26,7%
leucine carboxyl
PfLCMT1 methyltransferase, PF3D7_1439700 83% 33%
putative
immunoglobulin-
Pfa4 binding protein 1- PF3D7_0724200 89% 23%
related, putative

PfB”’ PF3D7_1356400 30% 31%

(Vandomme,
2014)

(Dobson,
2003)

Afin d’affiner le cadre de ce travail, nous avons mené en parallele des études
préliminaires sur les régulateurs de PP2A : 117°% 27** et PTPA. Notre choix s’est porté
sur ces régulateurs car "'unique sous-unité B implique une régulation de PP2A différente
de celle de ses orthologues et la présence de ces trois protéines, capables de réguler PP2A
quelle que soit ’holoenzyme de PP2A, nous a amenés a nous interroger sur leurs roles
dans la régulation de PP2A. Nos études avaient pour but d’aller plus loin que Dobson et al.
dans U’étude de l’inhibiteur 2 de PfPP2A (Dobson, 2003) notamment en étudiant les
mécanismes d’interaction et de caractériser moléculairement U'inhibiteur 1 de PfPP2A et
PfPTPA sur lesquels aucune étude n’avait été menée.

Il.  Annotation de la séquence de PfPP2A

La protéine PfPP2A identifiée par Dobson et al. a été micro-séquencée, ce qui a
permis de déterminer qu’il s’agissait de la protéine PF3D7_0314400 (Dobson, 1999).
Cependant, aucun séquencage complet ni aucune analyse de la séquence n’avait été fait.
Dans le but d’annoter la séquence de PfPP2A, la séquence codante de 927 nucléotides de
PfPP2A a été amplifiée par PCR sur I’ADN génomique de P. falciparum. La PCR a été faite
sur ’ADN génomique afin de vérifier que le géne ne possédait pas d’intron. Nous avons
ainsi confirmé [’absence d’intron. Par contre, nous avons observé une différence par
rapport a la séquence présente dans la banque de données PlasmoDB : une guanine
remplace une adénine en position 101 modifiant la lysine en position 34 en une arginine
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(Figure 25). Néanmoins, la charge globale de la protéine ne varie pas puisque les deux
sont des acides aminés chargés positivement.

(a) PfPP2A ATGGCAAAAGGAGAAGAAAGAAAGTGGATTGAACAACTTCGTATGAATCCTCCAAAATTATTAGATGAAAR
PfPP2A plasmoDB ATGGCAAAAGGAGAAGAAAGAAAGTGGATTGAACAACTTCGTATGAATCCTCCAAAATTATTAGATGAAAR

PfPP2A GTGATTTAAGATTAGTGTGTCAAAGAGTTA] IGGAAATATTAGTAGAAGAAAATAATGTGCAGTCTATAAAJREN
L N e S G TGATTTAAGATTAGTGTGTCAAAGAGTTAINGGAAATATTAGTAGAAGAAAATAATGTGCAGTCTATAAARREN

PfPP2A GCCCCCTGTTATTATATGTGGAGATATTCATGGTCAATTTTTTGATTTATTAGAATTATTTGATGTTGGT gualy
L N e GCCCCCTGTTATTATATGTGGAGATATTCATGGTCAATTTTTTGATTTATTAGAATTATTTGATGT TGG TNl
PfPP2A GGAGATATAATGAATAATGATTATATATTTTTAGGTGATTATGTAGATAGAGGTTATAATAGTGTTGAAAREN
PfPP2A plasmoDB GGAGATATAATGAATAATGATTATATATTTTTAGGTGATTATGTAGATAGAGGTTATAATAGTGTTGAAARNEN
PfPP2A CATTTGAATATTTATTATTATTAAAATTGTTATTTCCAAAAAATATAACATTATTAAGAGGAAACCAT GARES
L 2N O C AT TTGAATATTTATTATTATTAAAATTGTTATTTCCAAAAAATATAACATTATTAAGAGGAAACCATGARES
PfPP2A GAGTAGACAAATAACTACAGTATATGGATTTTACGATGAATGTTTTAAAAAATATGGAAATGCTAATGC AN
L 2N e I GAGTAGACAAATAACTACAGTATATGGATTTTACGATGAATGTTTTAAAAAATATGGAAATGCTAATGC AR
PfPP2A TGGAAATATTGTACTGATATATTTGATTATTTAACATTAGCGGCGTTAGTTGATAATCAAATATTTTGT GEEl]
L 2N I T GGAAATATTGTACTGATATATTTGATTATTTAACATTAGCGGCGTTAGTTGATAATCAAATATTTTGT GREEN]
PfPP2A TACATGGTGGTTTGTCTCCTGAAATTAAATTAATCGACCAATTAAGATTAATAAATAGAGTACAAGAAATEEE
Ll 2N N T ACATGGTGGTTTGTCTCCTGAAATTAAATTAATCGACCAATTAAGATTAATAAATAGAGTACAAGAAATEEI
PfPP2A ACCACATGAAGGAGCCTTCGGTGATATTATGTGGTCTGATCCTGATGAAGTTGATGATTGGGTTGCTAACGEN
Ly NEE A CCACATGAAGGAGCCTTCGGTGATATTATGTGGTCTGATCCTGATGAAGTTGATGATTGGGTTGCTAA C G
PfPP2A CCTAGGGGGGCTGGATGGTTATTTGGTCCGAATGTTACTAAAAAATTTAATCATATAAATAATCTTGAAT O
7 N EE O C C TAGGGGGGCTGGATGGTTATTTGGTCCGAATGTTACTAAAAAATTTAATCATATAAATAATCTTGAA TR
PfPP2A TAATAGCACGAGCTCATCAGCTAGCTATGGAAGGATATAGATACATGTTTGAAGATTCAACTATTATTACHE
L 2N G A T AATAGCACGAGCTCATCAGCTAGCTATGGAAGGATATAGATACATGTTTGAAGATTCAACTATTATTACE

PfPP2A TGTTTGGTCAGCTCCTAATTATTGTTATCGTTGTGGTAACGTCGCAGCAATAATGAGGATTGATGAGT ATREN
L 2N e A T G T T TGGTCAGCTCCTAATTATTGTTATCGTTGTGGTAACGTCGCAGCAATAATGAGGATTGATGAGT A TN

PfPP2A ATGAACAGACAAATGTTAATATTTAAAGATACACCTGATTCAAGAAATTCTATAAAAAATAAGGCCACC AR
PfPP2A plasmoDB ATGAACAGACAAATGTTAATATTTAAAGATACACCTGATTCAAGAAATTCTATAAAAAATAAGGCCACC AR
PfPP2A TACCCTACTTCTTATAARYY
[ 2N ECRC I T ACCCTACTTCTTAT A ARV

(b)PfPPZA MAKGEERKWIEQLRMNPPKLLDESDLRLVCQRV'EILVEENNVQSIKPPVIICGDIHGQFFDLLELFDVG 70
(S ZNEEN LR IIIM A K GE ERKW | EQLRMNPPKLLDESDLRLVCQRVISEI LVEENNVQS IKPPVI ICGDIHGQFFDLLELFDVGE]
PfPP2A GD IMNNDY | FLGDYVDRGYNSVETFEYLLLLKLLFPKNITLLRGNHESRQITTVYGFYDECFKKYGNANARREN
[P Z NIEENLENGIIN G D | MNNDY | FLGDYVDRGYNSVETFEYLLLLKLLFPKNITLLRGNHESRQITTVYGFYDECFKKYGNANARSEN
PfPP2A WKYCTDIFDYLTLAALVDNQIFCVHGGLSPEIKLIDQLRLINRVQEIPHEGAFGDIMWSDPDEVDDWYV ANV
(S 7 W ECN LN CIWK YCTD | FDYLTLAALVDNQI FCVHGGLSPEIKLIDQLRLINRVQEIPHEGAFGDIMWSDPDEVDDWV A NRF

PfPP2A PRGAGWLFGPNVTKKFNHINNLELIARAHQLAMEGYRYMFEDSTI ITVWSAPNYCYRCGNVAAIMRI DE Yl
(SN EEN LRGN P R GAGWLFGPNVTKKFNHINNLELIARAHQLAMEGYRYMFEDSTI ITVWSAPNYCYRCGNVAA I MR DE YR

PfPP2A MNRQML I FKDTPDSRNS I KNKAT | PYF L el
(S NEERGLENGIM NR QML | FKDTPDSRNS | KNKAT | PY F L il

Figure 25 : Alignement des séquences nucléotidiques (a) et protéiques (b) de PfPP2A vérifiées et
présentes dans PlasmoDB.

;

L’alignement des séquences protéiques de PfPP2A et de son orthologue humain
montre une identité de séquence de 54% avec une conservation des motifs consensus du
site catalytique spécifique des sérine/thréonine phosphatases qui sont GDxHG, GDxVDRG
et RGNHE (Barton, 1994) (Figure 26). De plus, a ’exception de la valine en position 189
(V189), tous les acides aminés impliqués dans ’interaction avec ’acide okadaique et la
microcystine-LR sont conservés. Par contre, peu d’acides aminés connus pour étre
impliqués dans U'interaction avec la sous-unité A chez ’lhomme sont conservés (5 sur 13).
Les sites de phosphorylation et de méthylation connus chez I’lhomme (T304, Y307 et L309
chez ’homme, respectivement T303, Y306 et L308 chez P. falciparum) sont conservés de
méme que le site de cis/trans-prolyl-isomérisation (P190 chez ’homme et P188 chez P.
falciparum) (Figure 26). Cependant, l’étude du phosphoprotéome n’identifie pas PfPP2A
comme une protéine phosphorylée in vivo (Treeck, 2011).
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PfPP2A - - - -MAKGERERKLENNIRR MUIP PLALISDIZID LR LV[HORV RIEEY EJANEREeIS | KPEAY | | [d[chy) | LECoRg F DENL |38
PP2AHumain  MDEKV FTK[3L D QYN N - - LIECLAQNS[JFJOVKS LEK AK[IZWNT K[JSLRECIE VR CLAYT VISV Es fRgHPRM ]S
A

A

[—— —
PfPP2A 3D V DENY I Y IRFINGDYVDRGYRIS VETHESYL ML K{MN AL G| TINURGNHESRQI TUVYGFYDECHYKYG
PP2A Humain @R | KSPDTNRLEMEEPAR LS MYERARIV TLIAVAIRSVRYRERIE ' LY L EL T ARIC ARSI N34 RLa LS
A A AA A

AA AA AA A

PfPP2A NANIWKY[MEHTDIAFDY LILINJALVDQIQ | FCUHGGL S PIA | LESIAD AN R IR IR )\ | AFGP I MUEIRIMEYV DD
PP2A Humain NANNMWKYITD[SFDY LIJLINALVD[EQ | FCRHGGL S PH | RREND LENR NS IR |8 \2 PMCPIL LUK REIDR GG
AlA

A
PfPP2A WEEYP R G A G F GLENARLSF N HINS L AL R Ao LM E 6 Y RA AR RA T A% s A PNY CYRCGNLZA A | M[T
YTNTIES W [ RE P R G A GhalF GRLRERAEF N HINI Ll B R AH o LM E 6 YRR AL LU BRAYT Ilds A PNYCYRCGNPIA A | M]3
A A AdA AA
PfPP2A IEEYMNRQMIKDTEDSRNSIKNKAIP 308
pP2AHumain LD TLKY S Fa[do PAIJRRGEPHVTRRP DNRAN 309
A A A e o o

Figure 26 : Alignement des séquences humaine et plasmodiale de PP2A. Alignement des sous-unités
catalytiques de PP2A de P. falciparum (numéro d’accession PlasmoDB : PF3D7_0314400) et de !’homme
(numéro d’accession : NP_002706.1). Le site catalytique est encadré en orange. Les triangles roses
représentent les acides aminés impliqués dans la fixation des toxines naturelles des phosphatases (acide
okadaique et microcystine-LR) tandis que les triangles violets symbolisent les acides aminés impliqués dans
Uinteraction avec la sous-unité A. La méthylation activatrice de PP2A est identifiée par un rond violet et les
ronds orange représentent les sites de phosphorylation inhibitrice. Le site d’activation de PP2Ac par PTPA est
symbolisé par un rectangle violet.

lll.  Etudes préliminaires sur la caractérisation des inhibiteurs 1177 et 12°P%

1. L’inhibiteur 11°"*A de P. falciparum

a. Annotation de la séquence de |17

Dans le but de caractériser Uinhibiteur 1 de PP2A (117"*4), nous avons tout d’abord

vérifié sa séquence nucléotidique. Pour ce faire, la séquence codante de Pfl1""** (qui ne
possede pas d’intron) a été amplifiée par PCR sur ’ADN génomique de P. falciparum avec
des amorces dessinées a partir de la séquence prédite sur PlasmoDB. L’analyse de cing
clones nous a permis de confirmer la séquence codante exempte d’intron de 846
nucléotides a l’exception de la guanine en position 525 qui est une adénine. Cependant,
cette modification de la séquence nucléotidique ne modifie pas la séquence d’acides
aminés déduite (Figure 27).

80

66
68

136
138

206
208

276
277



Résultats

PNPP2A ATGGAAAAAGCTATTAGGGATCGAGTTGAAAAATGGAAAAAAGAACACACAATAGATGGAAAGGATGCA AR
(a) R N R A T GGAAAAAGCTATTAGGGATCGAGTTGAAAAATGGAAAAAAGAACACACAATAGATGGAAAGGATGC A AR
PPP2A CTAATGAACATGCTTATGAAAGTTTAAATGAATTAATTTTAGATGGGAAAAAACTTACAAGCATAAAAAAREN
L IR C TAATGAACATGCTTATGAAAGT TTAAATGAATTAATTTTAGATGGGAAAAAACTTACAAGCATAAAAAARRES
PiNPP2A TOGAAGAGAAAGAATTATTGAAAAATTTTAAAAATTTAGAAAGGTTATGTTTAAATCAAACCGGAATACAGEN
Rl N R T GAAGAGAAAGAATTATTGAAAAATTTTAAAAATTTAGAAAGGTTATGTTTAAATCAAACCGGAATACAGHENE
PiNPP2A ACCTTAGAAAATATCCCATCAATTGCTACCTTAAATGTTTTGGAATTAACAGATAATCATTTAAGTTCTGEN
L P R A CC TTAGAAAATATCCCATCAATTGCTACCTTAAATGTTTTGGAATTAACAGATAATCATTTAAGT TCTGIREN
PiNPP2A TTGAAGTATTAAAATATATAGTACAAAATTTTCCAAATATTAAAACCCTTGAAATAGGTGGAAACCATT Tmal
Rl T R T TGAAGTATTAAAATATATAGTACAAAATTTTCCAAATATTAAAACCCTTGAAATAGGTGGAAACCAT T TRERN
PfIIPP2A TAAAAATATAAATGATTTTGAAACTTTGAAAGAATTAAAAAATTTAGTTCGTTTAGGAGTACAATTTAAT IRV
Rl I R T AAAAATATAAATGATTTTGAAACTTTGAAAGAATTAAAAAATTTAGTTCGTTTAGGAGTACAATTTAATRER
PiNPP2A CCATTTGCAGATAATCCAAATTACAGAAAAGAATTATTTGAATTTTTACCAAATGTCAAAATTATCGAT TR
L S R I C CAT T TGCAGATAATCCAAATTACAGAAAAGAATTATTTGAATTTTTACCAAATGTCAAAATTATCGAT TR
PiNPP2A GTTATAATAAAGAAGGOGTATGGOAAGTTTTAAGTTCENGATGAAGAAGAAGAAGAAGAATATGAAGAAGATAARE
L P N G T TATAATAAAGAAGGTATGGAAGTTTTAAGTTCIIGATGAAGAAGAAGAAGAAGAATATGAAGAAGAT A AREE
1
PINPP2A TACT T TAAAAAATTTCTATGAAGCTGACTTTAAAGATGAAGATGATGAAGATGAAGAATTTGTACCCAAT RN
Ll N e T AC T TTAAAAAATTTCTATGAAGCTGACTTTAAAGATGAAGATGATGAAGATGAAGAATTTGTACCCAATIEEH
PiNPP2A GATAATGAAGATGATGACGAAGATGACGAATTAGATGATGATTTAGAAGATGAAGATATGGAGGATCT T Gl
L S I G A TAATGAAGATGATGACGAAGATGACGAATTAGATGATGATTTAGAAGATGAAGATATGGAGGATCT T Gl
PIPP2A ATAAAGAAGATTTAGATAAAGAGGATTATGATATAGATACAAAAGAAACAGAAGGTGTAAACAAAGATGARE
Ll RS A T AAAGAAGATTTAGATAAAGAGGATTATGATATAGATACAAAAGAAACAGAAGGTGTAAACAAAGATG AN
PfIIPP2A AAAGTCAAATAAAAGAAAACAAGACGCTCTTGATAATACGAATGATATGGACCTAAAAAAAACCAAACT TERY
L R I A AAGTCAAATAAAAGAAAACAAGACGCTCTTGATAATACGAATGATATGGACCTAAAAAAAACCAAACT TR

PFIPP2A GAATGARED
PiPP2A plasmoDB  [CENRERY 846

b PflIPP2A MEKAI RDRVEKWKKEHT IDGKDATNEHAYESLNELILDGKKLTS | KNEEKgSU
( ) [SULCYPNSECRER M EKA | RDORVEKWKKEHT IDGKDATNEHAYESLNEL I LDGKKLTS | KNEE Kl

PfIIPP2A ELLKNFKNLERLCLNQTGIQTLENIPSIATLNVLELTDNHLSSVEVLKY |l
PfI1PP2A plasmoDB ELLKNFKNLERLCLNQTGIQTLENIPSIATLNVLELTDNHLSSVEVLKY |
PflIPP2A VQNFPNIKTLEIGGNHFKNINDFETLKELKNLVRLGVQFNPFADNPNYRKEREY
PflI1PP2A plasmoDB VOQNFPNIKTLEIGGNHFKNINDFETLKELKNLVRLGVQFNPFADNPNYRKEEY

PflIPP2A ELFEFLPNVKI IDCYNKEGMEVLS|SDEEEEEEYEEDNTLKNFYEADFKD E il
PfI1PP2A plasmoDB ELFEFLPNVKIIDCYNKEGMEVLS|SDEEEEEEYEEDNTLKNFYEAD FKD E ROl

PfIPP2A DDEDEEFVPNDNEDDDEDDELDDDLEDEDMEDLDKEDLDKEDYD | DTKE Tkl
[ Z SR D D EDEEFVPNDNEDDDEDDELDDDLEDEDMEDLDKEDLDKEDYD | DTKE TSl

PfI1IPP2A EGVNKDEKSNKRKQDALDNTNDMDLKKTK L Emrtyl
PfI1PP2A plasmoDB EGVNKDEKSNKRKQDALDNTNDMDLKKTK L Emril

Figure 27 : Alignement des séquences codantes prédites disponibles dans PlasmoDB et vérifiées de
Pf|1PP2A

Nous avons ensuite comparé sa séquence a celle de son orthologue humain. Cette
comparaison montre que les deux protéines présentent une identité de séquence de 27%
(Figure 28). La protéine de Plasmodium est constituée de 281 acides aminés avec un poids
moléculaire attendu de 33kDa, tandis que la protéine humaine est composée de 249
acides aminés pour un poids moléculaire de 28,6kDa. Les deux protéines possedent une
partie C-terminale riche en acides aminés acides. En utilisant un logiciel d’identification
de motifs (www.lrrfinder.com) et en affinant manuellement, on peut également mettre
en évidence dans la région N-terminale de cette protéine plusieurs motifs riches en
leucine (LRR) qui permettent U’interaction protéine-protéine. La séquence consensus de
ce motif est LxxLxLxxNxL, ou x peut étre n’importe quel acide aminé et ou les L peuvent
étre une leucine, une valine ou une isoleucine. Un motif court (LxxLxL) est identifié et
présent dans les deux protéines, trois motifs longs sont également conservés et un motif
long est lui, uniquement présent chez Plasmodium (Figure 28). Les deux protéines sont
des phosphoprotéines mais les sites de phosphorylation différent. En effet, alors que la
protéine 117** humaine est phosphorylée sur les résidus thréonine 15 et sérine 17
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(Dephoure, 2008), son orthologue chez Plasmodium est phosphorylé sur les sérines 174 et
175 et sur la thréonine 270 (Treeck, 2011) (Figure 28).

PfI1PP2A KAI[JoRVEBKWKKEHT IDGKDATNEHAYES|LNEN I MokkLTs IfANEEK 50
11PP2A humain MGR[JI HLALRNRTP - - - - - - - - o - ot so|lVK[AAVEIN s RS NEGJL[RG - 36
A A

PfIPP2A ELKNKNQTLE 1@s 1 aTinviEATERIHLEs veEvlKyY 1 100

1PP2A humain - [T D E[JE EMEAFMs T INVEAL TS 1 AQILEIK L N Kl « AN LIIR V- - GoREVL 83

PfI1PP2A voNFEE k TMe 1 ofXH FAN I No FEATMREM<BMy RMcvarFNeP FlaD NP NEEIK 150

1PP2A humain - AEK CEINL THANL s[PSK 1(do L s 7 1 [ 4K MElIAx sPo L FNCEVITNLNDREIE 133

PfI1PP2A ELerMAnvk 1 IBclNkEGmBY LsEReEeeeefdeBonT@kNFY[FaD FkDE 200

11PP2A humain - NV[IK LMoL Ty L[ §oRDDK[A PORYJA[RG - - -}iVI[AG - -MopEE[DEDEE[R 178

AA

PfI1PP2A oY) EFMPNDNEDEIoEoDELDDEL EoEomED LJk@o Lok ED YR DTKET 250

11PP2A humain ~ YpRAJA Qv EDEEDEPEREEGEEELRVSG[A- -[REE[JE[dcYNDGEV]DEED[FE 226

PfI1PP2A GVNKDEK s N QDALEINTNIIMBJLKKTKLE 281

11PP2A humain -LGEE[dRGQ REPE[JEGEQRD[Y- - - - - - - 249

A

Figure 28 : Alignement des séquences protéiques de Pfl177% et de 11°"?* humain. Les séquences de Pfl17P*
(PlasmoDB : PF3D7_1427900) et de 11"* humain (NP_006296.1) sont alignées par ClustalW en utilisant le
logiciel BioEdit Sequence Alignment Editor. Les acides aminés identiques sont surlignés en noir tandis que les
acides aminés similaires sont surlignés en gris. Les cadres roses représentent les sites LRRs identifiés par le
serveur LRRFinder (http://www.lrrfinder.com/) qui sont conservés entre les deux especes et le cadre orange
représente un domaine LRR spécifique a P. falciparum. Le cadre violet représente un site LRR court présent

chez les deux espeéces. Les triangles orange symbolisent les sites de phosphorylation sur PfI17"?* et les triangles
violets représentent les sites de phosphorylation sur 11°"%* humain.

b. Interaction de Pfl1™"** avec PP2A et PP1

i.  Etude de Uinteraction avec PfPP2A

Etant donnée I’homologie de séquence de Pfl1""* avec son orthologue humain,
nous avons testé la capacité d’interaction de cette protéine avec la phosphatase PP2A.
Pour ce faire, nous avons utilis¢ un modéle couramment utilisé dans le laboratoire pour
I’étude des interactions protéine/protéine : le double hybride en levure.

Dans ce modéle, deux souches de levures de polarités sexuelles différentes, les
AH109 qui sont de polarité sexuelle MATa et les Y187 qui sont de polarité sexuelle MATaq,
sont transformées respectivement avec les vecteurs pGAD-T7 et pGBK-T7. Dans le vecteur
pGAD-T7 est insérée la séquence codante de Pfl1"™* fusionnée avec un épitope
hémagglutinine (HA) et le domaine d’activation du facteur de transcription Gal4 (Gal4-
AD). Celui-ci est également fusionné avec un signal de localisation du SV40 permettant la
localisation nucléaire des protéines. Le domaine d’activation du facteur de transcription
Gal4 est sous la dépendance du promoteur constitutivement actif ADH7. De plus, ce
vecteur porte un géne rapporteur LEU2 qui permet a la levure de synthétiser elle-méme la
leucine (Figure 29b). Dans le vecteur pGBK-T7, c’est la séquence codante de PfPP2A ou de
la laminine, qui sert de controle, qui est insérée. Ces séquences sont fusionnées a un
épitope c-MYC et au domaine de liaison a ’ADN du facteur de transcription Gal4 (Gal4-
DBD). Ce vecteur comprend également le gene rapporteur TRP1 qui permet a la levure de
synthétiser le tryptophane (Figure 29a). Les deux souches de levures sont ensuite
fusionnées pour obtenir des levures diploides contenant a la fois le vecteur pGBK-T7 et le
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vecteur pGAD-T7 (Figure 29c). Cette levure diploide est capable de se développer sur un
milieu dépourvu en leucine et en tryptophane et exprime les deux protéines Pfl17"* et
PfPP2A dans son noyau. Si Pfl1""* interagit avec PfPP2A, le Gal4-AD sera suffisamment
proche du Gal4-DBD pour activer le facteur de transcription Gal4 qui pourra ainsi se fixer
sur les séquences activatrices de genes cibles dont HIS3 et LacZ. La transcription du géne
HIS3 permet a la levure de synthétiser U’histidine (Figure 29d). Ainsi pour sélectionner les
levures diploides, on observe leur capacité a se développer sur un milieu dépourvu en
tryptophane et en leucine et pour étudier U'interaction elles sont étalées sur un milieu
dépourvu en tryptophane, en leucine et en histidine (-LWH).

(@)
%
G .

pGBK-T7 no transcription

reporter gene

RNA Polymerase Il

transcription

pGAD-T7

Figure 29 : Principe du double hybride de levure.

Nous avons vérifié que les levures transformées avec la construction pGAD-T7-
Pfl11""** exprimaient la protéine parasitaire. Pour cela, nous avons extrait les protéines de
levures haploides transformées avec le vecteur pGAD-T7-Pfl1""*A. Une analyse par
western-blot en utilisant un anticorps anti-HA révéle ’absence de la protéine Pfl1”"** dans
les levures. Ce modéle ne nous permet donc pas d’étudier ’interaction entre Pfl17"%* et
PfPP2A.

ii.  Etude de Uinteraction avec PfPP1

La présence de motif LRR dans la séquence de Pfl1?"** nous a permis d’envisager
son interaction avec PfPP1. En effet, ’interaction de PP1 avec certains de ses régulateurs
se fait via des motifs LRR (Ceulemans, 2002), et Katayose et al. montrent que la protéine
117"%2 humaine peut se fixer et réguler PP1 (Katayose, 2000). Nous avons donc étudié
l’interaction entre les protéines recombinantes Pfl17"** et PfPP1 in vitro par un test ELISA.
Au cours de cette expérience, nous avons observé que la protéine PfI2”" interagit avec
PfPP1 biotinylée. Par contre, aucune interaction n’est décelable avec Pfl1"* ou la BSA
(Figure 30). Pfl1? n’est donc pas capable de se lier a PfPP1.
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Figure 30 : Test d'interaction Pfl1°"?*/PfPP1 biotinylée. Les protéines recombinantes Pfl1PP%A PfI2P"' et la
BSA commerciale sont adsorbées sur une plaque ELISA & une concentration de 2pg/ml. PfI27"" est notre témoin
positif d’interaction tandis que la BSA sert de témoin négatif. Des doses croissantes de PfPP1 biotinylée sont
ajoutées et les interactions sont lues par spectrophotométrie a 450nm. Test représentatif de deux
expériences.

L’absence de résultats dans les études préliminaires de la caractérisation de
’inhibiteur 1 de PP2A nous a amenés a mettre de coté cette étude et a nous focaliser sur
PfI2°P2A et PfPTPA.

2. L’inhibiteur 2 de PP2A chez Plasmodium falciparum.

a. Annotation de la séquence de Pfl2%

Comme pour Pfl1"* nous avons d’abord confirmé la séquence prédite sur
PlasmoDB. Sachant que PfI2""* posséde deux introns, la PCR a été réalisée sur ’ARN
rétrotranscrit de P. falciparum. Nous confirmons que PfI2""?* a une séquence codante de
810 nucléotides codant pour une protéine de 269 acides aminés avec un poids moléculaire
attendu de 31,8 kDa comme précédemment publié par Dobson et al. (Dobson, 2003).

L’alignement de la séquence codante de PfI2""** avec son orthologue humain

montre que ces deux protéines présentent 26,7% d’identité entre-elles (Figure 31). La
protéine humaine a trois sérines qui sont phosphorylées (59, S24 et 593) (Adachi, 1994 ;
Vasudevan, 2011) tandis que la protéine de P. falciparum posseéde quatre sites potentiels
de phosphorylation, les sérines 6, 9 et 174 et la thréonine 143 (S6, S9, T143 et S174)
(Treeck, 2011). La séquence de P. falciparum possede également trois sites RVxF dont la
séquence consensus est la suivante : (K/R)-x(0-1)-(V/1)-{p}-(F/W), ou x peut étre soit
absent soit un résidu qui peut étre n’importe quel acide aminé et {p} peut étre n’importe
quel acide aminé sauf la proline (Figure 31). Ces sites RVxF sont des sites qui permettent
potentiellement ’interaction avec la phosphatase PP1 (Egloff, 1997). L’un de ces sites est
conservé entre ’lhomme et le parasite.
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Pfl2PP2A LIKRDRSENBFVENTDPKLITKIEN- -DDPLMPFMQDFED I[CIKDRREQIND | KCAHIAOQMN | QKQMD EKKKI4LIJE
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Figure 31 : Alignement de Pfl2""?* et de son orthologue humain. Alignement des séquences de Pfl2""%
(numéro d’accession PlasmoDB : PF3D7_0919000) et de 127"** humain (numéro d’accession : AAQ79833.1) par
ClustalW avec le logiciel BioEdit Sequence Alignment Editor. Les sites de phosphorylation décrits chez les
eucaryotes sont symbolisés par un triangle violet tandis que ceux identifiés chez P. falciparum sont identifiés
par des triangles roses. Le site de phosphorylation commun est symbolisé par un triangle orange. Les motifs
RVxF présents chez P. falciparum sont encadrés en orange. L’encadré violet représente un motif RVxF
commun aux deux especes.

b. Interaction de PfI2"** avec PfPP2A et PfPP1

i.  Interaction PfI2""**/PfPP2A

Pour U’étude de U'interaction de cette protéine avec PfPP2A, nous avons également
utilisé le modéle de double hybride de levure (Cf. lll1b) (Figure 29). Dans un premier
temps, nous avons vérifié que les levures transformées avec les constructions pGAD-T7-
Pf12°"** et pGBK-T7-PP2A exprimaient les protéines parasitaires. Un western-blot réalisé
sur les extraits protéiques des levures transformées a révélé la présence de bandes aux
tailles attendues de ces protéines fusionnées a |’épitope HA (PfI2""**) ou au domaine Gal4-
DBD (PfPP2A) (Figure 32a).

Afin de mettre en place les études d’interaction, nous avons étudié la croissance
des levures transformées et observé que les levures transformées avec le vecteur portant
le géne de PfI2""* ne montrent pas de différence de taux de croissance par rapport aux
levures transformées avec les vecteurs vides (Figure 32b). L’interaction des protéines a
ensuite été étudiée sur un milieu sélectif dépourvu de tryptophane, de leucine et
d’histidine (Milieu -LWH). Seules les levures diploides possédant le vecteur pGAD-T7-
Pfl127"** et le vecteur pGBK-T7-PfPP2A se développent sur milieu -LWH montrant ainsi que
les deux protéines interagissent (Figure 32c). Pour confirmer l’interaction, nous avons
effectué un test au B-galactosidase sur filtre. En effet, lorsqu’il y a interaction entre les
deux protéines, le facteur de transcription Gal4 va activer la transcription du gene HIS3,
comme nous l’avons vu précédemment, mais également la transcription du gene LacZ. Ce
gene code pour la B-galactosidase capable d’hydrolyser le X-gal en un indol formant par
oxydation un composé bleu qui est insoluble et qui précipite. Ainsi, les levures contenant
les deux protéines qui interagissent seront bleues en présence de X-gal. Nous observons
sur le filtre l’apparition d’une coloration bleue au niveau des colonies de levures diploides
contenant les vecteurs pGAD-T7-PfI2""* et pGBK-T7-PfPP2A (Figure 32d). Aucune
coloration n’est visible sur les filtres des autres croisements (données non présentées).
Grace a ce test, nous avons pu confirmer ’interaction entre PfI2""** et PfPP2A dans le
modele de la levure.
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Figure 32 : Test d'interaction PfI2""?A/PfPP2A en levure. (a) Western-blot sur les extraits protéiques des
levures haploides transformées avec pGAD-T7-PfI2°"2A-HA ou pGBK-T7-PfPP2A-Gal4-DBD. Le western blot est
révélé avec un anticorps anti-HA et un anticorps anti-Gal4-DBD. (b) Test de croissance des levures haploides
transformées avec le vecteur PfI2"PA-pGAD-T7, le vecteur pGAD-T7 vide, le vecteur PfPP2A-pGBK-T7 ou le
vecteur pGBK-T7 vide. (c) Résultats des étalements des levures diploides sur milieu sélectif -LWH. - signifiant
qu’aucune colonie ne s’est développée et ++ que des colonies se sont développées. (d) Test au B-galactosidase
sur filtre des levures diploides pGAD-T7-PfI2°P?A/pGBK-T7-PfPP2A-Gal4-DBD. Les points bleus montrant les
colonies de levures dont les protéines codées par les vecteurs interagissent.

ii.  Interaction PfI2°"%A/PfPP1

L’analyse de la séquence protéique de PflI2""** montre la présence de trois motifs
RVxF (Cf. lll2a). Or, ces motifs peuvent étre impliqués dans l’interaction avec PP1 (Egloff,
1997). De plus, il a été montré chez I’lhomme que 127* interagissait avec PP1 et régulait
son activité (Katayose, 2000). Nous avons donc étudié l’interaction de ces deux protéines
chez P. falciparum en utilisant comme précédemment le modéle de double hybride de
levure. Nous avons observé que seules les levures diploides exprimant PfPP1 et PfI27"*
étaient capables de se développer sur un milieu -LWH démontrant une interaction entre

les deux protéines (Figure 33).
pGBK-T7 | pGBK-T7-

PGAD-T7 - - -
PGAD-T7
12PP2A - - i

Figure 33 : Test d'interaction en double hybride de levure PfI2"P?*/PfPP1. Résultats des étalements des
levures diploides sur milieu sélectif -LWH. - signifiant qu’aucune colonie ne s’est développée et ++ que des
colonies se sont développées.
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c. Etude préliminaire du role de PfI2"** sur PP2A et PfPP1

i.  Effets de PfI2""* sur PP2A in vivo

Dans le but d’étudier le role des régulateurs de phosphatases, le modele des
ovocytes de xénope est utilisé dans le laboratoire. Dans ce modéle, les ovocytes de
Xenopus laevis sont bloqués en prophase | de méiose sous [’action d’un certain nombre de
protéines dont la phosphatase PP2A qui lorsqu’elle est active empéche la transition G2/M
(Cf Introduction C Ill 1 c i et Introduction C Illl 1 d). Ainsi, si on inhibe PP2A, la transition
G2/M aura lieu et U'ovocyte maturera jusqu’a la métaphase Il. Cette maturation est
caractérisée par la rupture de la vésicule germinative visualisable par |’apparition d’une
tache blanche au pole animal de Uovocyte. Cependant, lors de deux expériences
distinctes, l’injection de la protéine Pfl2"* dans l’ovocyte (40 et 100 ng) n’a pas
déclenché la maturation de 'ovocyte. Ainsi, cette protéine ne semble pas avoir d’effets
sur PP2A dans ce modéle.

ii.  Etude préliminaire du role de PfI2""* sur ’activité de PfPP1

Etant donné que PfI2""?* et PfPP1 interagissent et que 127"* est capable de réguler
PP1 chez ’homme (Katayose, 2000), des études in vitro de régulation de ’activité de
PfPP1 par PfI2""* ont été mises en place. Dans le laboratoire, un test d’activité
phosphatase ayant pour substrat le para-nitrophenyl phosphate (pNPP) est utilisé pour
doser ’activité de PfPP1 et étudier U'effet de ses régulateurs (Daher, 2006). Ainsi, nous
avons mesuré l'effet de Pfl2°"** sur U’activité de PfPP1 vis-a-vis du substrat pNPP. Dans
cette étude préliminaire, nous avons observé que de faibles concentrations de Pfl2”%
(100 a 400nM) activent PfPP1 tandis que de fortes concentrations inhibent PfPP1 (Figure
34).
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% d'activité de PfPP1

40.00
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Figure 34 : Réle de PfI2""? sur l'activité de PfPP1 in vitro. Test d’activité présentant |’activité phosphatase
de PfPP1 vis-a-vis du pNPP modulée par |’ajout de doses croissantes de PfI2?"2A. Deux concentrations de PfPP1
ont été utilisées (30 et 150nM) et la concentration de PfI2P"* varie entre 0 et 1600nM. Les résultats sont
présentés en pourcentage d’activité de PfPP1.

3. Conclusions des études préliminaires de Pfl1?"%* et PfI2°P%

Les trois protéines Pfl17"* PfI2""?* et PfPTPA ont été étudiées en paralléle au
début de ce travail. Les différentes approches utilisées ne nous ont pas permis d’étudier
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l’interaction de Pfl1""** avec PfPP2A mais nous ont montré que Pfl1?"?* était incapable

d’interagir avec PfPP1. Ces données nous ont amenés a laisser en suspens ’étude de cette
protéine. De méme, malgré des résultats encourageants quant a l’interaction de Pfl27"*
avec PfPP2A et PfPP1, ’absence d’effet de cette protéine sur l’activité de la phosphatase
PP2A et les résultats obtenus en paralléle sur la protéine PfPTPA, nous ont encouragés a
focaliser notre étude sur le role de PfPTPA dans la régulation de PfPP2A.
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B. ETUDE DE LA REGULATION DE LA PROTEINE PHOSPHATASE DE
TYPE 2A PAR PFPTPA.

I. Annotation de la séquence de PfPTPA

Nous avons confirmé la séquence codante de 960 nucléotides de PfPTPA présente
dans PlasmoDB par PCR sur ADNc de P. falciparum, car les données de PlasmoDB
indiquent que PfPTPA possede quatre introns (Figure 35). Cette séquence code pour une
protéine de 319 acides aminés ayant un poids moléculaire théorique de 37,4 kDa.

PfPTPA ATGGGTGATGTAAATAGCTTGAGTTATAAAATAATTAACGATGAAAGTATTATAAGATTTACGAAAAGT T
e N e A TGGGTGATGTAAATAGCTTGAGT TATAAAATAATTAACGATGAAAGTATTATAAGATTTACGAAAAGT T

PfPTPA CTATATATAATGATATAATTGAATTTATTACGAATTTAAATAAATCAGTTGTCGGTGTTGAAATGAAACCEREN
N e I C TATATATAATGATATAATTGAATTTATTACGAATTTAAATAAATCAGTTGTCGGTGTTGAAATGAAACCEREN
PfPTPA TTTAGAAGATTTTAAATTATGTAATGAAAATGATATGATTAATAATGACAATTTTTTATTCTTATCAAAAR
AN EL e T TTAGAAGATTTTAAATTATGTAATGAAAATGATATGATTAATAATGACAATTTTTTATTCTTATCAAAARN
PfPTPA AATGTATATAATATTTTTCAATTGATAAAAAATATGAACAAGTGTATTGATTCTTGTCCACCTATAAAT Cwkl]
L N A ATGTATATAATATTTTTCAATTGATAAAAAATATGAACAAGTGTATTGATTCTTGTCCACCTATAAATCRWEN
PfPTPA AATCATCTCGATTTGGTAATAGAGGATTTCAACATTTTTGTGATGCATATTATAAAGAAGTTGATGAGT A sl
R N A ATCATCTCGATTTGGTAATAGAGGATTTCAACATTTTTGTGATGCATATTATAAAGAAGTTGATGAGT AR
PPTPA TTTACCTCATGCTTTATCAGAATCAAACATACCTAATATATCTGAACATACTTATCAAATATCTTATTATREYY
AN E e T TTACCTCATGCTTTATCAGAATCAAACATACCTAATATATCTGAACATACTTATCAAATATCTTATTATREN
PfPTPA TTAAAGAATTCCATTGGAAATAAAAAGAGAATAGATTATGGAACTGGGCATGAATTAAATTTTTTGCTTTREEY
L N R T TAAAGAATTCCATTGGAAATAAAAAGAGAATAGATTATGGAACTGGGCATGAATTAAATTTTTTGCTT TN
PfPTPA TCCTCTTTTGCCTAAATAAAATAAATTTCTTTATTCCTTCCGATTACAAGCACCTCGTCCTTGTTTTAT AR
A N ) R T CCTCTTTTGCCTAAATAAAATAAATTTCTTTATTCCTTCCGATTACAAGCACCTCGTCCTTGTTTTATAREHY
PfPTPA TCGACAGTATTTAGAAGGAGTAAGAAGAGTGCAGATAATTTACACTGTGGAACCTGCAGGTAGTAGA GGG
Y S T C GACAGTATTTAGAAGGAGTAAGAAGAGTGCAGATAATTTACACTGTGGAACCTGCAGGTAGTAGA GGG
PfPTPA GCATGGGGATTGGATGATTTTCAATTTCTTGTTTTCCTTTTTGGCGCAGCTCAACTTTCTTACAACAGG AR
L N O G CATGGGGATTGGATGATTTTCAATTTCTTGTTTTCCTTTTTGGCGCAGCTCAACTTTCTTACAACAGGARN
PfPTPA AAATAAAAACGGACGATATTGAAAAAAAAGAATTGTTGGAATTGTGGGCACCGAAATATTTATATTTT GARN
ML EE A AATAAAAACGGACGATATTGAAAAAAAAGAATTGTTGGAATTGTGGGCACCGAAATATTTATATTTTGARN
PfPTPA TGCTCTTAAGTATATATCAATGATAAAACATGCACCTTTTCATGAATCATCCCAAATGTTGTATGATATARERY
N T R T GCTCTTAAGTATATATCAATGATAAAACATGCACCTTTTCATGAATCATCCCAAATGTTGTATGATATAREE
PfPTPA TCTGGAGTTGAAACATGGGAAAAAATATGTAATGGATTACTTAAAATGTATCAAGCTGAAATAATACAAARIN
(Ml E G SR T CTGGAGT TGAAACATGGGAAAAAATATGTAATGGATTACTTAAAATGTATCAAGCTGAAATAATACAAARI
PfPTPA AGCGACAAATATTACAACACATATTATTTGGAAATTTGATAGACTTTTAAREE

ML EE A GCGACAAATATTACAACACATATTATTTGGAAATTTGATAGACTTTTAARE

Figure 35 : Alignement des séquences prédites disponibles dans la base de données PlasmoDB et
séquencées de PfPTPA

L’alignement de la séquence humaine et de celle de Plasmodium montre une
identité de séquence de 32,3% (Figure 36). Cing des six résidus décrits pour étre impliqués
dans linteraction avec PP2A chez U’homme sont conservés, il s’agit des acides
glutamiques en position 270 et 272 respectivement chez ’homme et chez P. falciparum
(E270 et E272), des valines en position 281 et 283 (V281 et V283), des glycines en position
290 et 292 (G290 et G292), des méthionines en position 294 et 296 (M294 et M296) et des
lysines en position 302 et 304 (K302 et K304) (Chao, 2006) (Figure 36). La protéine du
parasite possede un motif RVxF qui est absent chez son orthologue humain (Figure 36).
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Résultats

PfPTPA BIGDVNSLSYKI| INDIAS | IRFTKSSERYND IQNEF I TNLNE§SVVGVEMKPLED[JK[MCNENDMINN- -DNFLFL
PTPAHumain [JAEGERQPPPDSSE[JAPPATQNF IJPKKEQJHTVPDMG KRSQAYADY IGJ I |[STLNEGVKGKKLTFEYRYV

PfPTPA KNVYNI FQINI KNMNKC SCLAd! N[MSERNENIRGFQHFCDAYMKEYV YLPHALSESNIPNISEHTYQIS

PTPA Humain EAIEKLLA[QLNTLDRW, ETEAAVOIPELEHALIKAYR - - - - TWRAKL EAENLVATVVPTHLAAAVPEVA

PfPTPA MY L KRUS U [94R IDYGTGHE|NUFINNF LIaC L FIPSPIYKHLMLVLYRQASNAGVEIR Vell | RaT V[ F YR

PTPA Humain V@MY ERV FRNR | DYGTGHELWAFEWAF L{4C L[ GVLRVDQEQIAIFKY FNRRENAVMEIK LK TR M|HFXE]

PfPTPA R{JAAINVLE RN ARV QL Flc]JA A[JNNS YNRKIKTDD I EKKELLELWAPKMLYFDALKYQESI! KHALAIH|ASHOM|RY

PTPA Humain  Q[]V k<IN RN N BRP |3 | W[c]S SR I DHPYLEPRHFVDEKAVNENHKDRMFLEC I LFUTAKT - GIAJAJIHEIN Q8W
A

A
PfPTPA DURIGNAE TRUELY | CN{cINL KURMOVWA | | Q4R Q | L | LeINIRIDF - - - - - - 319
PTPA Humain  NERJANAP SIS AV N Q[N | RURIKINAC LE[4F PV I FKLERSISIJLP IHPVTSG 322
A A A

A

Figure 36 : Alignement des séquences protéiques de PfPTPA et de son orthologue humain. La séquence
protéique de PfPTPA (numéro d’accession PlasmoDB : PF3D7_1430100) est alignée avec celle du PTPA humain
(numéro d’accession : CAA60163.1). Un motif RVXF spécifique a Plasmodium est représenté par un cadre
orange. Les résidus connus pour étre impliqués dans Uinteraction avec la protéine PP2A humaine sont
symbolisés par des triangles violets.

I. Etude de l’interaction PfPTPA/PfPP2A et du role de PfPTPA dans la
régulation de l’activité de PP2A.

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a ’étude de la régulation de
PP2A par le phosphotyrosyl phosphatase activator (PTPA) chez Plasmodium falciparum.
Dans, un premier temps, nous avons confirmé |’appartenance de notre PfPTPA putatif a la
famille des PTPA. De plus, nous avons montré la conservation de la protéine au cours de
[’évolution, et que cing des six résidus connus pour étre impliqués dans l’interaction entre
PTPA et PP2A sont conservés. Nous avons ensuite montré par une étude de la distribution
des protéines PfPTPA et PfPP2A dans le parasite, que les deux protéines sont localisées
dans les mémes compartiments cellulaires au cours du cycle intra-érythrocytaire de P.
falciparum. Cette distribution identique nous permettait d’envisager que les protéines
puissent interagir entre-elles. En effet, deux approches différentes ont montré que
PfPTPA interagissait avec PfPP2A. Des expériences de mutagénése dirigée nous ont permis
de montrer 'implication des résidus V283, G292 et M296 dans cette interaction. L’étude
de la régulation de Uactivité de PP2A par PfPTPA, a montré que cette derniere
augmentait ’activité phosphatase de PP2A vis-a-vis du substrat pNPP et ’utilisation des
mutants a montré le réle essentiel du résidu G292 dans ’activité de PfPTPA. Des études
de génétique inverse ont montré que les protéines semblent avoir un réle essentiel dans la
complétion du cycle érythrocytaire du parasite. Enfin, des études de la régulation de la
transition G2/M chez le xénope ont montré ’importance de PfPTPA dans la régulation du
cycle cellulaire. L’ensemble de ces résultats a fait ’objet d’une publication intitulée :
“PhosphoTyrosyl Phosphatase Activator of Plasmodium falciparum : ldentification of
its residues involved in binding to and activation of PP2A.” présentée ci-apres.
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Abstract: In Plasmodium falciparum (Pf), the causative agent of the deadliest form of
malaria, a tight regulation of phosphatase activity is crucial for the development of the
parasite. In this study, we have identified and characterized PfPTPA homologous to
PhosphoTyrosyl Phosphatase Activator, an activator of protein phosphatase 2A which is a
major phosphatase involved in many biological processes in eukaryotic cells. The PfPTPA
sequence analysis revealed that five out of six amino acids involved in interaction with
PP2A in human are conserved in P. falciparum. Localization studies showed that PfPTPA
and PfPP2A are present in the same compartment of blood stage parasites, suggesting a
possible interaction of both proteins. In vitro binding and functional studies revealed
that PFPTPA binds to and activates PP2A. Mutation studies showed that three residues (V%
G*2 and M*®) of PfPTPA are indispensable for the interaction and that the G2* residue is
essential for its activity. In P. falciparum, genetic studies suggested the essentiality of
PfPTPA for the completion of intraerythrocytic parasite lifecycle. Using Xenopus oocytes,
we showed that PfPTPA blocked the G2/M transition. Taken together, our data suggest that
PfPTPA could play a role in the regulation of the P. falciparum cell cycle through its
PfPP2A regulatory activity.

Keywords: Plasmodium; PTPA; PP2A; phosphatase; dephosphorylation

1. Introduction



Most processes in eukaryotic cells are under the control of protein-protein interactions, notably in the
case of enzymes which are regulated not only by post translational modifications but also by protein
interacting partners that direct and control their activities. Protein phosphatases are a group of enzymes
that counterbalance the action of kinases to modulate proteins functions via the modifications of their
phosphorylation status. Unlike kinases, phosphatases belong to several distinct protein/gene families
and their number, putatively or experimentally identified in different organisms, is still fewer than
kinases [1,2]. This difference, together with the fact that phosphatases dephosphorylate diverse
substrates in vitro, has often raised the question about the specificity of phosphatases and their
regulation. Based on the observations accumulated in the past decade, mainly on the two major
serine/threonine phosphatases PP1 and PP2A, there is now clear-cut evidence that the localization,
substrate specificity and magnitude of activity is accomplished by the capacity of the catalytic subunit
to interact with diverse regulatory proteins. For PP1, more than 200 interacting proteins have been
identified using a variety of biochemical, functional and genetic approaches among which 129 proteins
have been characterized [3-5]. In contrast, there are only seven regulators described for PP2A [6-11]
including 12°7** and PhosphoTyrosyl Phosphatase Activator (PTPA) which are the best characterized
regulators. For both phosphatases, it has been observed that several regulators are as essential as the
catalytic subunit itself. In the case of PP2A, converging studies have demonstrated the involvement of
PTPA, known also as PP2A activator protein, in the activation loop of PP2A and in cell growth and
survival [12-16]. PTPA was first purified from rabbit skeletal muscle and Xenopus laevis oocytes, for
its specific capacity to activate PP2A in vitro [6]. This activation has been shown to be ATP- and Mg?*-
dependent [6]. Subsequently PTPA was cloned from several species and sequence alignment revealed a
high degree of identity (>85%) [17,18]. More recently, PTPA was described to exhibit a peptidyl prolyl
isomerase activity (PPlase) [19] and the target seems to be the proline 190 (P*°) of PP2A which is
conserved in all PP2A. This novel activity seems to be associated with the ability of PTPA to activate
PP2A as it requires the presence of ATP-Mg?* and the mutant PTPA with abolished PP2A activating
function did not show any PPlase activity. In addition, the mutated version of PP2A (P**°A) has been
shown to be partially active but became insensitive to the activation by PTPA [19], indicating that this
proline is essential for the activation process to take place.

The crystal structures of human PTPA (HUPTPA) and yeast orthologs have been determined [20-22].
These structures showed that PTPA has an overall a-helical structure and identified a highly conserved
cleft as a potential region for interaction. On the basis of HUPTPA structure, the interaction between
PP2A and different PTPA mutants investigated by GST-pull down revealed that six residues out of 18
(V29 EZ0 28 G20 M and K3%) strongly contributed to the binding to PP2A [20]. Although the
diverse biochemical functions of PTPA on PP2A detected in vitro remain to be better defined under the
global cellular spatiotemporal constraints, in vivo studies revealed that its disruption is lethal in yeast by
controlling the progression of the G1 phase of the cell cycle [15] and the G2/M transition [13].

In Plasmodium falciparum, the most virulent and deadly parasite for humans, a number of
phosphatases have been characterized, including PP1 and PP2A [23-39]. Despite the importance of
these enzymes and their direct implication in cell cycle shown in many eukaryotic cells other than
Plasmodium, very few experimental approaches have been carried out to identify their regulators.
Recently, we have characterized three regulators of PfPP1, named PfLRR1 [40], Inhibitor 2 (Pfl2) [41]
and Inhibitor 3 (PfI3) [42]. PFTLRR1 and PfI2, as expected, showed a strong capacity to inhibit the PfPP1



activity although they exhibit substantial differences in the binding motifs to PP1. Unexpectedly, PfI3,
unlike its human counterpart clearly revealed an activation of PP1 and a lack to complement Inhibitor 3
deficient yeast [42]. Additionally, reverse genetic studies suggested that the above regulators seem to be
essential for blood parasite growth. Finally, peptides derived from
PfI2 and PfI3 competing with the main binding site to PP1 exhibited an anti-plasmodial activity against
blood stage parasites in vitro [41,42].

With respect to PP2A, biochemical and chromatography approaches combined with a
micro-sequencing procedure suggested the presence of a PP2A-like catalytic subunit in this
parasite [26]. Subsequently, the availability of the P. falciparum genome, together with transcriptomic
and proteomic studies confirmed its expression by different parasite stages. The first regulator of
PfPP2A has been characterized by Dobson et al. [43]. These authors reported the expression by
P. falciparum of a homolog to Inhibitor 2 of PP2A (Pfl2""?*), based on the fact that the primary
structure of PfI2""?* exhibited an overall identity of 28% and 55% similarity with its human
counterpart, that the PfI2”"%* specifically inhibited PP2A and that its overexpression in HeLa cells led to
an increase of phosphorylation of transcription factors. This protein is essential during the asexual
erythrocytic cycle of Plasmodium berghei (rodent Plasmodium specie). Indeed, the Leiden Malaria
Research Group and the Istituto Superiore di Sanita failed to disrupt the Pbl2""?* gene by double
crossing over (http://www.pberghei.eu/index.php?rmgm=246) despite the accessibility of its locus by
PbI2""#A-GFP tagging integration (http://www.pberghei.eu/index.php?rmgm=218). Although the exact
physiological function of PfI2""?* s still to be examined, its location in the cytoplasm of P. falciparum
strongly suggests that its regulatory function could take place in this compartment. No other regulators
of PfPP2A have been characterized so far.

In the present study, we report the characterization of PfPTPA, the P. falciparum homolog of the
human PhosphoTyrosyl Phosphatase Activator and show that this protein is able to directly bind
to PP2A. In vitro binding studies with recombinant wild type or mutated proteins showed that
three residues (V?*, G*2 and M*®) of PfPTPA are important for this interaction. Functional studies
revealed that PfPTPA activates PP2A in vitro and that five residues (E*"%, V3, G*2, M*® and K**) are
involved in a dramatic loss of function for the mutated PfPTPA G®*A protein. In P. falciparum, genetic
studies suggested the essentiality of PfPTPA for the completion of the intraerythrocytic parasite life
cycle. Further studies, using a heterologous model, showed that PfPTPA interacted with endogenous
PP2A and that the microinjection of PfPTPA to Xenopus oocytes blocked the
G2/M transition.



2. Results and Discussion
2.1. Molecular Cloning and Sequence Analysis of PfPTPA

The P. falciparum genome encodes a single putative PTPA (PF3D7_1430100, 319 amino acids, 37.4
kDa). The predicted gene contained 5 exons but had not yet been cloned and identified experimentally.
We isolated a RT-PCR product from P. falciparum blood stage total RNA using primers spanning the
full length sequence. The complete sequencing of five independent clones showed an open reading
frame of 960 bp (Supplementary Figure S1), confirming the ORF annotated in PlasmoDB [44]
(www.plasmodb.org). Reciprocal BLASTP analysis using the deduced amino acid sequence as query
confirmed the homology of this gene product with other known PTPA. The comparison with its human
counterpart revealed an overall identity of 32% (54% homology), reaching a maximum of 40% in the C-
terminal region of the sequence (Figure 1a). PfPTPA orthologs are also present in all sequenced rodent
and human Plasmodium species. The ClustalW program was then used to generate an alignment of the
Plasmodium PTPA sequences with those of other species including human and Toxoplasma gondii
sequences. As outgroups, inhibitors of PP1 and PP2A were included. The resulting alignment was used
to generate a maximum likelihood phylogenetic tree. The data presented in Figure 1b clearly shows that
Plasmodium PTPAs form a divergent subgroup along with
T. gondii but cluster in the group of other known PTPAs, confirming the relatedness of PfPTPA to
PhosphoTyrosyl Phosphatase Activator family (Figure 1b).

For the human PTPA, it should be noted that the analysis of the crystal structure combined with
amino acid mutation studies revealed that six amino acids present in the C-terminal region of the protein
(v B0 vABL G20 MP* and K are critical for its function on PP2A [20]. In
P. falciparum five amino acids out of six were found to be conserved in PfPTPA and correspond to E2"2,
V2 G2 M?® and K3* positions (Figure 1a). To shed further light on the position of these conserved
residues in the global structure of PfPTPA, a 3D model was built using human PTPA
(PDB: 21XM) as a template (https://modbase.compbio.ucsf.edu/scgi/modweb.cgi) (Figure 1c,d).

The overall structure showed some differences between human and P. falciparum homologs. Indeed,
human PTPA is composed of thirteen a helices and four § sheets while PfPTPA is composed of sixteen
a helices but no B sheet. The o helices are localized almost identically between both
proteins however four helices in HUPTPA are subdivided into eight shorter helices in PfPTPA
(Supplemental Figure S2). This model shows that residues involved in PP2A interaction in human are
on identical structures except residues G*2 and K3
in P. falciparum. Despite these differences, both the crystal of human PTPA and the PFPTPA model
showed that all residues are at the periphery as shown in Figure 1c,d. This similarity suggests
that some of the residues involved in the binding domain to PP2A could be conserved in human and
P. falciparum PTPA.

which are in an a helix structure in human but not



Figure 1. Molecular cloning and sequence analysis of PfPTPA. (a) Analysis of PfPTPA
(PF3D7_1430100) amino acid sequence. PfPTPA was aligned with the human PTPA
(CAA60163.1) using ClustalW Multiple Alignment (BioEdit). The identical residues are
highlighted in black and similar residues in grey. Stars symbolized amino acids involved in
PTPA/PP2A interaction in human; (b) Phylogenic tree of the PTPA family. A maximum
likelihood tree was generated from the 21 PTPA sequences using MEGAS [45] under the
JTT + G + I model with 100 bootstrap repetitions. Outgroups are formed by PP2A inhibitor
2 orthologs (12°7%*, outgroup 1) PP1 inhibitor 2 orthologs (12°"*, outgroup 2) and PP1
inhibitor 3 orthologs (13", outgroup 3); (c) Crystal structure of HUPTPA (PDB: 2I1XM).
Amino acid residues involved in PTPA/PP2A interaction are shown in red; (d) Structural
model of PfPTPA based on the crystal structure of HUPTPA (PDB: 2IXM) using the
ModBase server [46]. Amino acid residues studied in this work for the PTPA/PP2A
interaction are shown in red.
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2.2. Expression of PIPTPA and PfPP2A by Plasmodium falciparum and Localization

RNA-Seq data available at the PlasmoDB [44] showed that the gene was transcribed in blood
stage parasites, with a peak in late trophozoites (32 h). PFPTPA transcripts were also identified in
gametocytes and the protein was detected via proteomics in all asexual and sexual parasites
examined [47-49]. Because PTPA is an activator of PP2A [6,20,50], we plotted the RNA-Seq data of
the latter along with those obtained for PfPTPA. Results depicted in Figure 2a showed that both
transcripts were detectable at early stage trophozoites with a higher level for PP2A transcripts
(24 h post infection). In late trophozoites/schizonts (32—40 h post infection), the relative abundance of
both transcripts was similar, suggesting that PfPP2A could be activated through PfPTPA during the late
developmental stages of the intraerythrocytic lifecycle.

Based on the above observations, we sought to follow up the distribution of PfPTPA and PfPP2A
during the intraerythrocytic development cycle. To this end, the P. falciparum 3D7 strain was
transfected with pARL2 constructs mediating the episomal expression of pfptpa or pfpp2a-gfp
full-length sequences (Figure 2b). The use of this vector by Kuhn et al. showed that the trafficking was
dependent on the fused protein rather than on the pfcrt promoter used [51]. Using a monoclonal
anti-GFP antibody, immunoblot analysis of a total extract of blood stage parasites expressing
either PfPTPA-GFP or PP2A-GFP revealed the presence of specific bands at the expected size of
each fused protein (Figure 2c, lanes 2 and 3), demonstrating the integrity of the fused protein in
transfected parasites.

Examination of live parasites transfected with pfptpa-gfp showed that the signal was confined within
the parasite where the distribution is nucleo-cytoplasmic in rings, trophozoites and schizonts (Figure
2d), as the fluorescence partially overlapped DNA staining. Parasites transfected with the construct
containing pfpp2a-gfp showed a nucleo-cytoplasmic distribution in rings and schizonts with an intense
accumulation in the nucleus of late trophozoites (Figure 2e). These results are in accordance with



previous localization studies in mammalian cells showing that PTPA and PP2A have a
nucleo-cytoplasmic localization with an accumulation in the nucleus when human cells progressed into
S phase [52], and in the Fission Yeast [12] respectively. The PFPTPA-GFP or PfPP2A-GFP signal was
completely absent from the digestive food vacuole and the cytoplasm of red blood cells (Figure 2d,e).
The presence of PfPP2A and PfPTPA in both cytoplasm and nuclear compartments of the parasite
suggests a potential interaction between these proteins and raises the question of a potential regulatory

effect on PP2A activity.
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Figure 2. Expression of pfptpa and pfpp2a gene by Plasmodium falciparum and localization
(a) Representation of pfptpa (black bars) and pfpp2a (grey bars) RNA expression during the
erythrocytic life cycle of P. falciparum. Data plotted are from PlasmoDB [44]; (b)
Schematic representation of the pARL2-pfptpa-gfp and
pARL2-pfpp2a-gfp vectors used for episomal expression of both PfPTPA and PfPP2A;
(c) The expression of both proteins was checked by western blotting with anti-GFP
antibodies after separation on 15% SDS-PAGE. Lane 1 represents the extract of wild type
parasites. Lane 2 and 3 represent extracts from PfPTPA and PfPP2A transfected parasites
respectively. Expression and localization of PfPTPA-GFP (d) and PfPP2A-GFP (e)
throughout the erythrocytic cell cycle of P. falciparum were analyzed by fluorescence
microscopy after transfection as described under experimental section.
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2.3. Binding of PfPTPA to PP2A

Next, the interaction of PfPTPA and PfPP2A was investigated. The production of these proteins
in E. coli revealed that PfPTPA could be produced soluble under non-denaturing conditions, while
PfPP2A could not be obtained under its active form as it did not show any activity against pNPP, a
canonical substrate for phosphatases. In order to overcome this point, we used Xenopus oocytes which
we previously reported to be able to produce Plasmodium proteins [40]. Hence, we injected oocytes
with the recombinant His tagged-PfPTPA protein and the cRNA corresponding to Myc tagged-PfPP2A
protein. Oocyte lysates were prepared as mentioned in the Experimental section and used for
co-immunoprecipitation/western blot experiments. As shown in Figure 3a, immunoblot analysis of
PfPTPA immunoprecipitates using anti-tag antibodies showed that PfPP2A had been
co-immunoprecipitated with PfPTPA. To further ascertain a direct interaction of PfPTPA with PP2A,
together with the fact that PP2A is highly conserved among different species, a human PP2A
commercially available was used for binding in an ELISA based assay. Results presented in Figure 3b
evidenced the capacity of PfPTPA to bind to coated HUPP2A and the intensity of the signal was
dependent on the amount of PfPP2A added. Taken together, our data demonstrate that PfPTPA
physically interacts with PfPP2A and support previous results showing a direct interaction between
PTPA and PP2A [53].

The fact that PTPA is conserved across species suggests that it may use a conserved set of
amino acids to interact with PP2A. Based on the sequence comparison depicted in Figure 1a, five out of
six residues involved in human PTPA/PP2A interaction are conserved in Plasmodium. To further
explore the role of conserved residues of PfPTPA in binding to PfPP2A, five PfPTPA versions
containing a single mutation of a critical amino acid residue were produced as recombinant proteins and
used in co-immunoprecipitation assays. As control, a PfPTPA protein containing the five mutations
(PfPTPA  5mut) was also produced and tested under the same conditions.
Co-immunoprecipitation assays were performed on lysates from oocytes injected with wild or mutant
His tagged-PfPTPA proteins (PfPTPA E*"?A, PfPTPA V?8A, PfPTPA G*?A, PfPTPA M*°A and
PfPTPA K3*A) along with the cRNA translating the Myc tagged-PfPP2A. Results showed that the
binding of mutants E*"A and KA was not impaired while the binding of mutants VA, G*?A and
M?* was abolished (Figure 3c). These results suggest a differential binding domain in human and
Plasmodium. Indeed, in HUPTPA the E?”° residue is essential for the interaction as well as residues G**
and M?* while the residues V?®" and K% are less important. Finally, the major difference between
human and Plasmodium binding of PTPA to PP2A concerns the E*™ residue (corresponding to E2’ in
P. falciparum) which is critical in human but not in Plasmodium. This difference suggests a differential
binding domain that may be related to a difference in the tertiary structure of PTPA in both organisms.
It is notable that the version of PfPTPA protein containing all five mutations did not interact with
PfPP2A. Taken together, our data confirm that V?®3, G**? and M**® residues of PfPTPA are involved in
interaction with PfPP2A.



Figure 3. Interaction studies of PfPTPA to PP2A. (a) Binding of PfPTPA with PfPP2A in
Xenopus oocyte. Co-immunoprecipitation of the PfPTPA-PfPP2A complex with anti-His
antibodies (recognizing recombinant PfPTPA tagged with 6-His) (lanes 2 and 3) from
microinjected Xenopus extracts. The anti-mouse IgG antibody (lane 1) was used as a
control. Immunoprecipitates from Xenopus oocytes microinjected with water (—) or PIPTPA
(+) were eluted and separated by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membrane.
Immunoblot analysis was performed with anti-His antibodies (recognizing PfPTPA) (upper
panel) or anti-Myc  antibodies  (recognizing  PfPP2A)  (lower  panel);
(b) Interaction of PfPTPA with HUPP2A in vitro assessed by ELISA based assay. Increasing
quantities of biotinylated recombinant PfPTPA were added to wells coated
with human PP2A (100 ng/well) or BSA (100 ng/well) as a negative control. Results are
means + SEM of two independent experiments performed in duplicate (stars (*) represent
significant differences p = 0.01); (c) Binding of mutated PfPTPA with PfPP2A in
Xenopus oocytes. Co-immunoprecipitation experiment of the PFPTPA-PfPP2A complexes
with anti-His antibodies (recognizing recombinant wild type and mutated PfPTPA)
(upper panel) or with anti-Myc antibodies (recognizing PfPP2A) (lower panel) from
microinjected Xenopus oocytes. Immunoprecipitates from Xenopus oocytes microinjected
with water, WT or mutated PfPTPA were eluted and separated by SDS-PAGE and
transferred to nitrocellulose membrane. Immunoblot analysis was performed with anti-His
or anti-Myc antibodies.
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2.4. Effect of PIPTPA on the Activity of PP2A

It has been previously reported that PTPA proteins are able to regulate PP2A by increasing its
activity towards different substrates including, but not limited to, pNPP substrate [6]. Because all assays
to produce recombinant active PfPP2A were unsuccessful, and as PfPTPA is able to bind HuPP2A
(Figure 3b), the function of PfPTPA on the activity of HUPP2A was assessed. Using a concentration of



human PP2A within a range producing linear release of phosphate, the effect of
wild-type and mutated recombinant PFPTPA proteins was evaluated as described in the Experimental
section. Results showed a significant increase in the phosphatase activity (up to 200%) when the PP2A
was preincubated with PFPTPA wild type (Figure 4). When PfPTPA mutated proteins were tested at
10 nM, we observed that all mutations led to an almost complete loss of function of PfPTPA
(Figure 4). At higher contentration (100 nM), only the PfPTPA G***A protein was still unable to
activate PP2A, however the other four mutated proteins showed a slight increase of PP2A activity. The
PfPTPA protein containing the five mutations was inactive at any concentration used. These data,
together with the co-immunoprecipitation experiments suggest that G2* is a vital and a primary residue
for the activity of PFPTPA. It is important to remember that in human PTPA all residues except K% are
equally essential for its activity [20]. The fact that PFPTPA exhibits only five residues out of six,
together with the key role of G?*, suggest a particular interaction between PfPTPA and PfPP2A to
adequately adapt the activation of this enzyme towards specific substrate in Plasmodium.

Figure 4. Effect of wild type and mutated PfPTPA proteins on PP2A activity. The capacity
of PfPTPA (WT or mutated) to regulate HUPP2A was assessed using pNPP activity tests.
The human PP2A activity was measured at 405 nm by the release of p-nitrophenol after
incubation with different concentration of recombinant WT or mutated PfPTPA proteins.
Results presented as fold change in human PP2A activity are means = SEM of
three independent experiments (stars (*) represent significativity p = 0.01).
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2.5. Genetic Manipulations of pfptpa and pfpp2a in Plasmodium falciparum

It has been previously shown that the disruption of pp2a or ptpa ortholog genes in yeast results in
lethality [14,54]. In mice, it was also reported that the homozygous null for PP2A detected at the
embryonic stage were not viable [55]. To study whether the lack of PfPTPA and PfPP2A expression
could affect the Plasmodium blood stage life cycle, we attempted to disrupt these genes by single
crossing-over homologous recombination using the pCAM vector system (Figure 5a,b). We transfected
blood ring stage parasites of the 3D7 strain with a pCAM-BSD-pfptpa or pCAM-BSD-pfpp2a
constructs containing 5' fragments derived from the respective genomic sequences and the bsd gene
conferring resistance to blasticidin (Figure 5a,b). After transfections and drug treatments, the presence
of each construct was checked by a plasmid rescue approach as previously described (data not shown).
The integration in viable parasites was then analyzed by PCR on genomic DNA, using oligonucleotides
presented in Supplemental Table S1. Template DNA from wild parasites was used as control. The



amplicons corresponding to the wild locus as well as to the amplicons diagnostic for PfPTPA and
PfPP2A were detectable in transfected parasites (Figure 5c lanes 1 and 3, Figure 5d
lanes 1 and 3). The generation of mutant parasites demonstrates the accessibility of the locus. In order to
further examine the phenotype of mutant parasites, we attempted to establish stable clonal lines by
limiting dilution. Unexpectedly, we were unable to obtain viable clones which did not express either
pfptpa or pfpp2a genes. This was confirmed by the fact that cloned parasites expressed PfPTPA or
PfPP2A as detected by RT-PCR (not shown). This suggests that the initial genomic integration was
transitory and/or that both genes are in fact essential at some stage for the completion of the
intraerythrocytic cycle. The results related to PfPP2A are supported by previous studies reporting that
okadaic acid, an inhibitor of phosphatase activities, was able to drastically block blood parasite growth
in vitro, suggesting the essentiality of phosphatases including PfPP2A [56]. Further studies are still
required to examine the essential functions and the precise timing of when and where these proteins are
critical for the parasite growth/development. This should await the development of a powerful and
robust inducible expression system for Plasmodium falciparum proteins. A complementary approach to
study the function of these genes could be the use of the inducible system in rodent Plasmodium or T.
gondii.

Figure 5. Genetic studies of pfptpa and pfpp2a. (a,b) Gene-targeting construct for
gene disruption by single homologous recombination using the pCAM-BSD, and the
locus resulting from integration of the knockout pfptpa (a) or pfpp2a (b) construct.
(c,d) Analysis of pCAM-BSD-pfptpa (c) and pCAM-BSD-pfpp2a (d) transfected 3D7
culture by PCR; lanes 1-3 correspond to DNA extracted from transfected parasites;
lanes 4-6 correspond to DNA extracted from wild type parasites. Lanes 1 and 4 represent
the detection of the full length wild type locus (PCR with p9-p8 and p31-p30 respectively);
lanes 2 and 5 represent the detection of episomal DNA (PCR with p10 and pl1l); and
lanes 3 and 6 represent the detection of integration of the insert (PCR with p9-p11 and
p31-p11 respectively).
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Figure 6. Inhibition of G2/M transition of Xenopus oocytes by PfPTPA. (a) Percentage of
GVBD induced by the progesterone (PG), PfPTPA or the microinjection of PfPTPA
followed by PG incubation; (b) Percentage of GVBD induced by PG incubation after
microinjection of different amount of PfPTPA; (c) Binding of PFPTPA with XePP2A in
Xenopus oocytes. Co-immunoprecipitation experiment of the PfPTPA-XePP2A complex
with anti-His antibodies (recognizing recombinant PfPTPA tagged with 6-His) (lanes 2
and 3) from microinjected Xenopus oocytes. The anti-mouse 1gG antibody (lanes 1) was
used as a control. Immunoprecipitates from Xenopus oocytes microinjected with water (—)
or PfPTPA (+) were eluted, separated by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose
membrane. Immunoblot analysis was performed with anti-His antibodies (recognizing
PfPTPA) (upper panel) or anti-XePP2A antibodies (lower panel); (d) Effect of PFPTPA on
progesterone-dependent GVBD in Xenopus oocytes. Percentage of GVBD induced by PG
after the microinjection of 10 ng of PFPTPA WT or mutated (n = 2).
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2.6. Inhibition of G2/M Transition of Xenopus oocytes by PIPTPA

PP2A is one of the major Ser/Thr phosphatases which dephosphorylate diverse proteins involved in
the control of eukaryotic cell cycle [57-59]. In the context of Xenopus oocytes, inhibition of PP2A
promotes G2/M transition by enabling the activation of the M-Phase Promoting Factor, universal factor
of M-Phase entry. Thus, activity of PP2A contributes to block of oocytes in the G2-like state while
antagonizing MPF activation [60]. G2/M transition in Xenopus oocytes can be triggered in vitro by
hormonal stimulation through addition of progesterone in the medium [61], provoking an oocyte
Germinal Vesicle Breakdown or GVBD. If PFPTPA activates PP2A, its preinjection in oocytes will lead
to an inhibition of progesterone-induced maturation. With this rationale in mind, we assessed the impact



of PfPTPA on the G2/M transition induced by progesterone. First, it is important to emphasize that the
microinjection of PfPTPA alone did not produce any GVBD (Figure 6a), however, as expected the
progesterone induced GVBD (Figure 6a). Results presented in Figure 6a showed that PfPTPA was able
to block the GVBD induced by progesterone. The threshold of this inhibition started to be observed at
10 ng/oocyte (Figure 6b). In parallel, it was important to verify whether PfPTPA can bind Xenopus
PP2A (XePP2A). As shown in Figure 6c, the use of specific PP2A antibodies for immunoblot analysis
of eluates co-immunoprecipitated with anti-His antibodies revealed the presence of
XePP2A in the complex as early as 15 mn post injection. This complex was not detectable 2 and 18 h
post-injection, although PfPTPA was still present in oocyte extracts, suggesting an early detection and
rapid action of PfPTPA. In this model, we propose that PIPTPA would activate PP2A which consequently
dephosphorylates a key substrate required for the signal pathway activated by progesterone.

Next, we used this approach to evaluate the contribution to this activity of the amino acid residues
involved in PP2A binding. Results showed that the mutations VA, G*?A and M?*A completely
abrogated the function of PfPTPA as GVBD was still observed after progesterone treatment
(Figure 6d). It is notable that co-immunoprecipitation experiments showed that these three mutated
proteins exhibited a strong decrease of their binding capacity to XePP2A (Supplemental Figure S4).
Concerning E>"?A and KA mutated proteins, no loss of function was detectable. Altogether, these
data confirmed the role of the residue G**? and showed that the residues V?** and M?* participate also
in the function of PfPTPA. However, the residues E2”? and K*** did not seem to affect either the binding
or the function of PfPTPA.

3. Experimental Section
3.1. Materials

Plasmid pETDuet-1 was purchased from Novagen. Plasmids pCAM-BSD and pCAM-BSD-HA were
kind gift from C. Doerig (Monash University, Melbourne, Australia) and plasmid pARL was kind gift
from the C. Sanchez (Heidelberg, Germany). Protein phosphatase 2A C subunit (human recombinant) was
purchased from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI 48108, USA). Monoclonal antibodies anti-PP2A
alpha, anti-GFP, anti-penta His and horseradish peroxidase-labeled anti-mouse IgG were purchased
from  Abcam  (Cambridge, UK), Roche (Basel, Switzerland), Qiagen  (Venlo,
The Netherlands) and Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) respectively.

3.2. Phylogenetic Analyses and Secondary Structure Prediction

Protein sequences (listed in Supplemental Table S2) were aligned using the ClustalW algorithm
implemented in the BioEdit v7.1 software (lbis Biosciences, Carlsbad, CA, USA), and manually
corrected. Maximum likelihood trees were built using MEGAS [45] under the JTT + | + G model, with
100 bootstrap repetitions of the following species: Plasmodium falciparum, Plasmodium berghei,
Plasmodium chabaudi, Plasmodium vivax, Plasmodium yoelii yoelii, Toxoplasma gondii, Arabidopsis
thaliana, Homo sapiens, Mus musculus, Trypanosoma brucei, Tetrahymena thermophila, Xenopus laevis,
Danio rerio, Saccharomyces cerevisiae, Theileria parva, Drosophila melanogaster, Leishmania major,
Oryza sativa, Caenorhabditis elegans and Schistosoma mansoni.



PfPTPA secondary prediction was carried out using the ModWeb server [46].
3.3. Preparation of Parasites

P. falciparum 3D7 clone was grown according to Trager et al. [62], in RPMI-1640 medium
supplemented with 0.5% AlIbuMAXTMII (Invitrogen, Paisley, Scotland, UK), 0.2 mM Hypoxanthin
(CCPro, Oberdorla, Germany) and 20 pg/mL Gentamycin (Invitrogen), in the presence of O+
erythrocytes. Cultures were maintained at 37 °C in a humidified athmosphere (5% CO,). Parasites were
synchronized by a double sorbitol treatment as previously described [63]. To isolate total DNA or
protein, parasitized erythrocytes were lysed by saponine [64] and pelleted. Soluble protein extracts were
prepared by resuspending parasite pellet in lysis buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NacCl, 1%
Triton X-100 and EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche, Boulogne Billancourt, France) for one
hour on wheel at 4 °C followed by a sonication step. Total DNA was extracted using the KAPA Express
Extract kit (KAPABioSystem, Montrouge, France) according to the manufacturer’s protocol. Genomic
DNA (gDNA) was resuspended parasite pellet in lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 pg/mL proteinase K and 2% SDS) during 2 h at 55 °C followed by two extraction steps with
phenol-chloroform (addition of 1 volume). gDNA was then precipitated with 1/10th volume of sodium
acetate and 2 volumes of Ethanol 100%. gDNA was washed twice and resuspended in H;O.

3.4. Localization of PfPTPA and PfPP2A

All primers used throughout this study are listed in Supplemental Table S1. For an episomal
expression of PfPTPA-GFP or PfPP2A-GFP, the full-length coding region of pfptpa (Pf3D7_1430100)
and pfpp2a (Pf3D7_0314400) were amplified from first strand cDNA by PCR using the primers p3-p4
and p25-p26 respectively containing Xhol and Kpnl restriction sites. PCR fragments were cloned into
PCR2.1-TOPO vector (Invitrogen, San Diego, CA, USA) and their nucleotide sequences were verified
by sequencing (Eurofins, Ebersberg, Germany). PCR products were then subcloned in frame with GFP
into pARL vector [51] digested with Xhol and Kpnl. The plasmid carries the human dhfr gene for
selection with WR99210 and the pfcrt promoter. Ring stages 3D7 parasites were transfected with
100 pg of plasmid DNA by electroporation, according to Sidhu et al. [65]. The populations of stably
transfected parasites were obtained after six weeks. Live parasites were analyzed and images were
recorded by fluorescence microscopy (LSM710, Zeiss, Marly le Roi, France).

3.5. Generation of P. falciparum Transgenic Parasites

The disruption of pfptpa and pfpp2a was performed by the insertion of a PCR product corresponding
to a 5' portion from the PfPTPA (765 bp) and PfPP2A (800 bp) sequences into the pCAM-BSD vector
that contains a cassette conferring resistance to blasticidin. The insert was obtained using 3D7 genomic
DNA as template and the oligonucleotides p5-p6 and p27-p28 which contain Pstl and BamHI restriction
sites respectively.

P. falciparum parasites (ring stages) were transfected as described above. 48 h after transfection,
in order to select transformed parasites, blasticidin (Invivogen, San Diego, CA, USA) was added to a



final concentration of 2.5 pg/mL. Resistant parasites appeared after three to four weeks and were
maintained under drug selection. Populations of stably transfected parasites were obtained after six weeks.

3.6. Genotype and Phenotype Analysis of P. falciparum Transfectants

Genotype of pfptpa and pfpp2a knock-out parasites was analyzed by PCR on genomic DNA using
the primers p9 and p31 respectively (derived from the 5' non-translated region and absent in the
construct) and p11 specific for the pCAM-BSD vector.

In order to study the phenotype of knock-out parasites, cloning by limiting dilution was performed.
Limiting dilutions were set up in 96-well plates at 3% hematocrit in RPMI-1640 medium supplemented
with  0.5% AlIbuMAXTMII, 0.2 mM Hypoxanthin, 20 pg/mL Gentamycin and
2.5 pg/mL blasticidin. Each well contained 200 puL of medium and an average of 0.1-0.5 parasite.
Medium was changed at two or three day intervals beginning at day seven. At day 21, smears were
performed to select positive wells. Six positive wells were selected and amplified. Cloning was verified
by PCR on genomic extracted DNA with primers p9-p8 for pfptpa and p31-p30 for pfpp2a.

3.7. Recombinant Proteins Expression and Purification

In order to obtain the coding region of PfPTPA, primers pl and p2 (Supplemental Table S1) were
designed according to the sequence of putative PfPTPA (Pf3D7_1430100) available in Plasmodium
Data Base (PlasmoDB) (http://plasmodb.org/plasmo/). PCR was performed on first strand cDNA from
unsynchronized blood cultures of P. falciparum 3D7 with the p1 and p2 primers using the Advantage 2
PCR kit (Clontech, St. Germain-en-Layes, France). PCR products were cloned in PCR 2.1-TOPO vector
(Invitrogen) and sequenced. Comparative analyses were performed with BIOEDIT software and
ClustalW algorithm. After sequence analysis, the coding region of PFPTPA was subcloned in pETDuet-
1 which allows the expression of a protein fused with six histidines tag.

With the purpose to produce a recombinant PfPP2A protein, PCR was performed on first strand
cDNA from unsynchronized blood cultures of P. falciparum 3D7 with the p23 and p24 primers. PCR
products were sequenced and subcloned in pETDuet-1 as describe above.

To obtain the PFPTPA mutant constructs, we carried out a PCR-based site-directed mutagenesis
strategy using ISIS Proofreading DNA Polymerase. pETDuet-PfPTPA was used as template with
primers p13-pl4 (PfPTPA E?*"A), p15-p16 (PfPTPA V?®A), pl17-p18 (PfPTPA G°*A), p19-p20
(PFPTPA M?*A) and p21-p22 (PfPTPA K3*A). The PCR conditions consisted of 1 min at 95 °C
followed by 16 cycles at 95 °C (30 s), 50 °C (1 min) and 72 °C (9 min). The parental DNA plasmid was
digested with Dpnl and an aliquot was used to transform XL10-Gold Ultracompetent cells (Stratagene,
Amsterdam Zuidoost, The Netherlands). Mutated plasmids were checked by sequencing and then used
for the expression of mutated PFPTPA recombinant proteins. A pfptpa-Smut gene containing all five
mutations with optimized codons has been synthetized (Genscript, Piscataway, NJ, USA) (Sequence
presented in Supplemental Figure S3). In order to express PfPTPA-5mut recombinant protein, this
synthetic gene was subcloned in pETDuet vector.

Expression of PfPTPA-6His and mutated PfPTPA-6His was carried out in the E. coli BL21 strain in
the presence of 0.5 mM IPTG at 16 °C overnight. Proteins were extracted in lysis buffer (20 mM



Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, lysozyme 1 mg/mL and Protease inhibitor Cocktail
(Roche)) during 1 h at 4 °C on wheel followed by a sonication step. The extract was loaded on a 1 mL
nickel Ni-NTA column (Protino NiNTA, Macherey Nagel, Diren, Germany). Washing steps were
carried out with a buffer containing 20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl and 20 mM Imidazole.
Proteins eluted with Imidazole gradient were dialyzed against 20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NacCl.
Under these conditions, the purity checked by SDS-PAGE followed by SimplyBlue™ safe staining
(Invitrogen, San Diego, CA, USA) was >90%.

Several attempts to produce PfPP2A were made using pETDuet plasmid containing the coding
region of PfPP2A. Unfortunately, we could not produce a concentrated, soluble and active recombinant
PfPP2A protein. Considering sequence homology between PfPP2A and mammalian PP2A, activity and
interaction tests were performed using Xenopus (endogene) or Human PP2A (Cayman, Tallinn,
Estonia).

3.8. RNA Synthesis of PfPP2A

Capped mRNA (cRNA) was synthetized using a T7 mMessage mMachine kit (Ambion, Austin, TX,
USA). cRNA was transcribed from 1 pg of PfPP2A-pGBKT?7 linearized by BamHI (Fermentas, St.
Leon-Rot, Germany). cRNA was precipitated by 2.5 M LiCl, washed in 70% ethanol resuspended in 20
pL diethyl pyrocarbonate-treated water and quantified by spectrophotometry. Finally 1 pug of cRNA was
analyzed with a denaturing agarose gel. Gel staining with 10 pg/mL ethidium bromide allowed
confirmation of the size of PfPP2A cRNA and the absence of abortive transcript.

3.9. Induction of Xenopus Oocytes Germinal Vesicle Breakdown and Co-Immunoprecipitation

Preparation of Xenopus laevis oocytes and microinjection experiments were performed as previously
described [66]. Two approaches were used.

Briefly, in each assay, 20 oocytes removed from at least two or three animals were pre-injected
with His6-PfPTPA (wild type or mutated) recombinant proteins 1 h before incubation with 10 pM of
human progesterone (Sigma, St. Louis, MO, USA). Progesterone alone was used as positive control of
oocyte maturation. Preliminary experiments using different concentrations ranging from 2 to 40 ng per
injection showed that 10 ng of PfPTPA was sufficient to inhibit dramatically progesterone induced
GVBD. GVBD was detected by the appearance of a white spot at the apex of the animal pole after 15 h.

In order to carry out immunoprecipitation, oocyte extracts from 20 oocytes removed from at least
two or three animals were prepared 15 min after the microinjection of PfPTPA (WT or mutated) as
follows: oocytes were lysed in buffer (50 mM HEPES pH 7.4, 500 mM NacCl, 0.05% SDS, 0.5% Triton
X100, 5 mM MgCl,, 1 mg/mL bovine serum albumin, 10 pug/mL leupeptin, 10 pug/mL aprotinin,
10 pg/mL soybean trypsin inhibitor, 10 pg/mL benzamidine, 1 mM PMSF, 1 mM sodium vanadate) and
centrifuged at 4 °C for 15 min at 10,000g. To detect His6-PfPTPA proteins, electrophoresis followed by
western-blot analysis was performed on oocyte extracts. The membranes were developed with anti-
penta His antibodies (Qiagen, Courtaboeuf, France).

A second approach was used in order to test for PfPTPA interaction with PfPP2A. In each assay,
20 oocytes removed from at least two or three different animals were pre-injected with PfPP2A cRNA
18 h before microinjection with wild-type or mutated PfPTPA proteins. As a control, PfPTPA



recombinant protein was injected alone. Oocyte extracts were prepared 15 min after microinjection to
detect interaction of PfPP2A with PfPTPA proteins. 180 pL of oocyte lysate in PY buffer [67] were
incubated with 2 pL of antibodies during 3 h at 4 °C with rotation. Then, 50 puL of 50% solution protein
A sepharose (Sigma, St. Louis, MO, USA) was added during 1 h. After three washes of
15 min, beads were resuspended in 6 pL of buffer and electrophoresis followed by western-blot analysis
was performed. Co-immunoprecipitations were done using anti-His antibodies (Qiagen, Courtaboeuf,
France), anti-Myc (Santa-Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) or anti-mouse antibodies as
control. The membranes were revealed either by anti-Myc antibodies (Santa-Cruz Biotechnology) or by
anti-His antibodies (Qiagen) (dilution 1/1000). Antibodies complexes were detected using the Western
blotting Luminol Reagent (sc-2048, Santa-Cruz Biotechnology).

3.10. Assays for PP2A and Effect of PfPTPA

Phosphatase assays were carried out in buffer containing 40 mM Tris-HCI pH 8.4, 34 mM MgCly,
4 mM EDTA, 2 mM DTT, 0.05 mg/mL Bovine serum albumin (BSA) and 1 mM ATP at 37 °C during
30 min with 20 mM para-NitroPhenyl Phosphate substrat (pNPP). Initial experiments were performed to
determine the optimal conditions for human PP2A activity. The reaction was started by adding
20 mM pNPP in a final volume of 200 pL. After an incubation period of 30 min at 37 °C, the liberated
para-Nitrophenol was quantified by measurement of absorbance at 405 nm. To investigate the role of
PfPTPA on PP2A, 0.04 pg of human PP2A was preincubated with different quantities ranging from
0 to 0.4 pg of recombinant WT or mutated PfPTPA during 30 min at 37 °C before testing the PP2A
phosphatase activity.

3.11. Measurement of Binding of PfPTPA to PP2A

Binding of PfPTPA to human PP2A was assessed by an ELISA-based assay. Plates were
coated with 1 pg/mL of human PP2A or BSA in PBS overnight at 4 °C. Following washings with PBS-
Tween 20 0.1%, plates were blocked with PBS-gelatin 1% for 1 h at room temperature. Coated plates
where then incubated with different concentrations of PFPTPA (WT or mutated), previously labeled
with  biotin-N-hydroxysuccinimide according to the manufacturer’s instructions (Calbiochem,
Nottingham, UK). Incubation of biotinylated-PfPTPA with the different proteins was performed in
PBS-Tween 20 0.1% at 37 °C for 2 h. Following five washes (as described above), binding was
detected using streptavidin-horseradish peroxidase. After an incubation time of 20 min and five washes,
tetramethylbenzidine (TMB) (Uptima, Montlucon, France) was added, and the reaction was stopped by
using 2N HCI. The optical density was measured on an ELISA plate reader at 450 nm.

4. Conclusions

In this work, we report the first characterization of PfPTPA, the homolog of the human
Phosphotyrosyl Phosphatase Activator, a regulator of PP2A. We showed the direct interaction of
PfPTPA with PfPP2A and assessed the importance of the V%3, G2 and M?*® residues in this interaction
in absence of another interacting site. As expected, PfPTPA activates PP2A in vitro with a critical



contribution of the G** residue for this activity. Using the Xenopus oocyte model, we observed that the
microinjection of PfPTPA blocked the G2/M transition. PIPTPA seems to be essential for the
completion of the intraerythrocytic lifecycle of the parasite. However, in order to elucidate the exact
role of PTPA in the parasite cell cycle, assays for conditional KO in Plasmodium berghei are under
investigation. The confirmation of an essential role of PTPA, would suggest the consideration of this
protein as a new lead for drug design.
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Supplementary Information

Table S1. List of primers used throughout this stud

. . Restriction
Sequence Orientatign

= B "H

pl GGATCCGGGTGATGTAAATAGCTTGAGTTA F BamHI pETDuet 1 6-His PfPTPA recombinant protein
p2 GTCGACTTAAAAGTCTATCAAATTTCCAAATAATATGTG R Sall pETDuet 1 6-His PfPTPA recombinant protein
p3 CTCGAGATGGGTGATGTAAATAGCTTGAG F Xhol pARL GFP PfPTPA-GFP episomal construct
p4 GGTACCAAAGTCTATCAAATTTCCAAATAATATGTGTTG R Kpnl pPARL GFP PfPTPA-GFP episomal construct
p5 CTGCAGATGGGTGATGTAAATAGCTTGAG F Pstl pCAM BSD KO construct
p6 GGATCCCATTAAAATATAAGTGTATATACAC R BamHI pCAM BSD KO construct
p9 GAAAATAATATTAAATGTGCTTCC F Genotype of transfected parasite
p1o0 GTAATTTATGGGATAGCGATTTTTTTTACTGTCTG F Detection of episomes
pll CCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAG R Detection of episomes
p12 GATCTAGCATAATCTGGAACATCATATGGATAG R Genotype of transfected parasite
p13 GCACCTTTTCATGCATCATCCCAAATG F pETDuet 1 6-His mutagenesis PfPTPA E272A
pl4 CATTTGGGATGATGCATGAAAAGGTGC R pETDuet 1 6-His mutagenesis PfPTPA E272A
pls GATATATCTGGAGCTGAAACATGGGAA F pETDuet 1 6-His mutagenesis PfPTPA V283A
pl16 TTCCCATGTTTCAGCTCCAGATATATC R pETDuet 1 6-His mutagenesis PfPTPA V283A
pl7 GAAAAAATATGTAATGCATTACTTAAAATGTAT F pETDuet 1 6-His mutagenesis PfPTPA G292A
pi8 ATACATTTTAAGTAATGCATTACATATTTTTTC R pETDuet 1 6-His mutagenesis PfPTPA G292A
p1d TGGATTACTTAAAGCGTATCAAGCTGAAA F pETDuet 1 6-His mutagenesis PFPTPA M296A
p20 TTTCAGCTTGATACGCTTTAAGTAATCCA R pETDuet 1 6-His mutagenesis PFPTPA M296A
p21  TGAAATAATACAAGCGCGACAAATATTAC F pETDuet 1 6-His mutagenesis PfPTPA K304 A
p22 GTAATATTTGTCGCGCTTGTATTATTTCA R pETDuet 1 6-His mutagenesis PfPTPA K304A
PP2A
P23 GGATCCGGCAAAAGGAGAAGAAAGAAAGTG F BamHI pETDuet 1 6-His PfPP2A recombinant protein
p24 GTCGACTTATAAGAAGTAGGGTATGGTGGC R Sall pETDuet 1 6-His PfPP2A recombinant protein
p25 CTCGAGATGGCAAAAGGAGAAGAAAGAAAG F Xhol pARL GFP PfPP2A-GFP episomal construct
P26  GGTACCTAAGAAGTAGGGTATGGTGGCC R Kpnl pARL GFP PfPP2A-GFP episomal construct
P27 CTGCAGATGGCAAAAGGAGAAGAAAGAAAG P Pl (e EE) 140 e
P28 GGATCCCGATAACAATAATTAGGAGCTG R BamHl pCAM BSD KO construct
P31l AAAATATTCGGCTTTTATATCATTTGG F Genotype of transfected parasite




Table S2. List of proteins used in phylogenetic analysis. For Plasmodium proteins, accession numbers are from PlasmoDB

Species

PTPA orthologs

Database.
Inhibitor 2 PP2A orthologs

Inhibitor 2 PP1 orthologs

Inhibitor 3 PP1 orthologs

Accession number

Accession number

Accession number

Accession number

Arabidopsis thaliana AEE82701.1 AAF27100.1 AED96182.1 NP_565720 INH3
Caenorhabditis elegans CCD73872.1 NP_001021332.1 NP_498147.1 WBGene00015579
Danio rerio NP_001003425.2 AAQ97849.1 NP_991231.1 ENSDARP0000005235
Drosophila melanogaster AAF51115.1 AAF55155.1 NP_524013.1 Fépp0078819
Homo sapiens CAA60163.1 CAG46847.1 NP_006232.1 ENSP00000407981
Leishmania major XP_001680923.1 XP_001685161.1 XP_003722091.1 LmjF.07.0743
Mus musculus AAK62028.1 NP_076360.1 NP_080076.1 ENSMUSP0000004720
Oryza sativa BAD37240.1 ABR26120.1 NP_001055135.1 NP:001052397

Plasmodium berghei
Plasmodium chabaudi
Plasmodium falciparum
Plasmodium knowlesi
Plasmodium vivax
Plasmodium yoelii yoelii
Schistosoma mansoni
Tetrahymena thermophila
Theileria parva
Toxoplasma gondii
Trypanosoma brucei
Xenopus laevis (or tropicalis)

PBANKA_101460
PCHAS_101540
PF3D7_1430100

PKH_132020
PVX_085035
PYYM_1016100

XP_002579273.1

XP_001010763.2
EAN33933.1
XP_002369121.1
AEEX79776.1
NP_001089500.1

PBANKA 081990
PCHAS_082020
PF3D7_0919000

PKH_071620
PV/X_099365
PYYM_0822900
CCD59858.1
XP_001022132.2
XP_763467.1
XP_002368303.1
XP_827991.1
NP_001079909.1

PBANKA_121850
PCHAS_121920
PFIT_0320000
PKH_082100
PVX_095235
PY06380
Smp_046160.1
XP_001024018.2
XP_764857.1
XP_002368145.1
CBH10274.1
NP_001091136.1

PBANKA_051550
PCHAS_051560
PFIT_1031100
PCYB_062600
PVX_111140
PYYM_0516000
Smp_097560
XP_001014401.1
XP_764385.1
TGME49_226825
Th927.8.1040
NP_001004815.1




Figure S1. Nucleotide and deduced amino acid sequences of PfPTPA cDNA.

Nucleotides are numbered to the right of the sequence and amino acids are numbered under the

sequence.
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Figure S3. Optimized sequence of PfPTPA 5mut.

ATG GGC GAC GTG AAC TCC CTG AGC TAC AAA ATC ATC AAC GAC GAA TCA ATC ATC CGC TTT ACC AAA
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TCG AGC ATC TAC AAC GAC ATT ATC GAA TTT ATT ACC AAC CTG AAT AAR AGC GTG GTT GGT GTC GAA
ATG AAA CCG CTG GAA GAT TTC AAG CTG TGC AAC GAA AAC GAT ATG ATC AAC AAC GAC AAC TTT CTG
TTC CTG TCA AAG AAC GTT TAC AAC ATC TTC CAG CTG ATC AAG AAC ATG AAC AAG TGC ATC GAT TCG
TGT CCG CCG ATC AAC CAG AGC TCT CGT TTT GGC AAT CGC ATG GGT TTT CAA CAT TTC TGT GAT GCG
TAT TAC ARAR GARA GTG GAC GAA TAT CTG CCG CAT GCC CTG TCA GAA TCG AAC ATT CCG AAT ATC TCA
GAR CAC ACC TAC CAG ATT AGC TAC TAC CTG AAG AAC TCT ATC GGC AAC AAA AAG CGT ATC GAT TAT
GGC ACG GGT CAT GAA CTG AAT TTT CTG CTG TTT CTG TTC TGC CTG AAC AAA ATT AAC TTT TTC ATC
CCG TCC GAC TAC AAG CAC CTG GTC CTG GTG CTG TAT CGT CAG TAC CTG GAA GGT GTT CGT CGC GTC
CAA ATT ATC TAT ACC GTG GAA CCG GCA GGC AGC CGC GGT GCT TgG GGC CTG GAT GAC TTT CAG TTC
CTG GTT TTT CTG TTC GGC GCG GCC CAA CTG TCT TAC AAC CGC AAA ATT AAG ACG GAT GAC ATC GAA
AAG AAA GAA CTG CTG GAA CTG TGG GCG CCG AAA TAT CTG TAC TTT GAT GCC CTG AAA TAT ATT AGT
ATG ATC ARG CAT GCG CCG TTC CAC GCC AGT TCC CAG ATG CTG TAC GAC ATT TCC GGT GCA GAA ACG
TgG GAR RAA ATC TGT AAT GCT CTG CTG AAG GCA TAT CAA GCT GAA ATT ATC CAA GCA CGC CAA ATT

CTG CAG CAC ATC CTG TTC GGC AAC CTG ATT GAC TTC TGA
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Figure S4. Binding of inactive mutated PfPTPA with XePP2A in
oocytes. Co-immunoprecipitation experiment of the PfPTPA-XePP2A complexes was performed
with anti- His antibodies (recognizing recombinant wild type and mutated PfPTPA) from
microinjected Xenopus oocytes. Immunoprecipitates from Xenopus oocytes microinjected
with water, WT or inactive mutated PfPTPA were eluted and separated by SDS-PAGE
and transferred to nitrocellulose membrane. Immunoblot analysis was performed with anti-His
or anti-PP2A (Abcam) antibodies.
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lll. Interaction in vivo de PfPTPA et PfPP2A

Cette partie est consacrée aux données non publiées concernant 'étude de
Uinteraction in vivo de PfPTPA et PfPP2A. En effet, comme décrit précédemment,
Uinteraction des protéines PfPTPA et PfPP2A a été étudiée dans l'ovocyte de xénope
(Vandomme, 2014) (Cf. B Il 1) mais d’autres approches ont également été envisagées.

Nous avons tout d’abord utilisé le modele de double hybride de levure. Pour cela
’ADNc codant pour PfPTPA a été cloné dans le vecteur pGAD-T7, puis cette construction a
permis de transformer des levures AH109. Pourtant, comme pour Pfl1""*, la protéine n’était
pas exprimée par la levure (Cf. Alll 1 bi).

Par la suite, nous avons tenté de mettre en évidence l’interaction entre PfPTPA et
PfPP2A chez le parasite par co-immunoprécipitation. Pour cela, nous avons préparé des
extraits protéiques a partir de parasites exprimant les protéines fusionnées a la GFP (Cf.
article). Cependant, lorsque ces extraits sont préparés en réalisant plusieurs cycles de
congélation/décongélation (Cf Matériel et Méthodes), il s’avere que nos protéines d’intérét ne
sont pas solubles (Figure 37a). Une préparation réalisée a partir d’une culture de parasites
trés riche en schizontes (99%) a permis de détecter une trés faible quantité de PfPTPA dans la
fraction soluble (non présenté). Mais cette observation s’est révélée non reproductible. Nous
avons donc essayé d’optimiser notre technique d’extraction en nous basant sur Uarticle de
Hopp et al. (Hopp, 2012). Cette technique permet de solubiliser de facon séquentielle les
protéines cytosoliques par une lyse en condition hypotonique, et les protéines liées aux
membranes grace a un traitement au carbonate. Les protéines membranaires restent
insolubles. En utilisant cette méthode d’extraction, nous observons que les protéines PfPTPA
et PfPP2A sont essentiellement présentes dans les fractions des protéines membranaires mais
également faiblement détectées dans les fractions cytosoliques (Figure 37 b).
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Figure 37 : Expression des protéines PfPTPA-GFP et PfPP2A-GFP chez le parasite et optimisation de
’extraction des protéines. (a) Extraction par congélation/décongélation. PfPTPA-GFP et PfPP2A-GFP sont
présentes dans les fractions insolubles () et absentes des fractions solubles (S). (b) Solubilisation différentielle des
protéines parasitaires. Les protéines sont révélées dans les fractions contenant les protéines cytosoliques solubles
(S) et les protéines membranaires (l) mais pas dans la fraction des protéines liées aux membranes (P).

Les protéines étant partiellement cytosoliques, des expériences de co-
immunoprécipitations ont été envisagées. Pour cela des anti-sérums contre PfPTPA et PfPP2A
ont été élaborés. Ces sérums ont été obtenus suivant différents protocoles d’immunisation
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chez le rat ou la souris avec deux adjuvants différents. Ils ont ensuite été testés sur les
protéines recombinantes immunisantes, sur des extraits de parasites totaux et sur des extraits
de parasites exprimant la protéine fusionnée a la GFP (Figure 38). Bien que les anti-sérums
reconnaissent les protéines recombinantes (Figure 38), ils ne se fixent sur aucune protéine a la
taille attendue dans les extraits totaux de parasites sauvages et de parasites transfectés
exprimant les protéines fusionnées a la GFP (Figure 38).

Ainsi, bien que les protéines soient solubles, les co-immunoprécipitations n’étaient pas
envisageables chez le parasite sauvage.
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Figure 38 : Analyse en western-blot des sérums anti-PfPTPA et anti-PfPP2A. Analyse des sérums anti-PfPP2A (a)
et anti-PfPTPA (b) produits chez le rat. Le sérum pré-immun (panel de gauche) ou anti-protéine (panel de droite)
est incubé avec la protéine recombinante (premiere piste), des extraits parasitaires de parasites exprimant la
protéine fusionnée a la GFP (deuxiéme piste) ou des extraits de parasites sauvages (troisieme piste). (c) Les
protéines fusionnées a la GFP exprimées par le parasite sont révélées par un anticorps anti-GFP dans les extraits de
parasites exprimant lesdites protéines (piste anti-GFP), tandis que les protéines immunisantes révélées par un anti-
histidines sont observables sur les pistes anti-His.(d) Analyse des sérums produits chez la souris en utilisant
’hydroxyde d’alun (2) ou l’adjuvant de Freund (3) comme adjuvant. Ces sérums sont mis en présence de la
protéine recombinante PfPTPA (A) ou d’extraits parasitaires totaux issus de parasites exprimant la protéine PfPTPA
fusionnée a la GFP (B). Un sérum préimmun de souris est utilisé comme témoin (1). Les fléches orange
représentent la taille des protéines WT tandis que les fléches roses marquent la taille attendue des protéines
fusionnées a la GFP.
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IV. Approches complémentaires pour |I’étude du role de PfPTPA sur l’activité de
PP2A

La suite de ce chapitre est consacrée aux données non publiées concernant l’étude du
role de PfPTPA et de PfPP2A, notamment la poursuite de |’étude de ’effet de PfPTPA dans la
régulation du cycle cellulaire chez le xénope, mais également l'utilisation d’un modeéle
d’interruption de géne inductible chez P. berghei afin d’approfondir le rdle des deux
protéines dans le cycle érythrocytaire du parasite.

1. Role de PfPTPA sur U’activité sérine/thréonine phosphatase de PP2A

Nous avons pu voir que PfPTPA augmentait ’activité phosphatase de PP2A vis-a-vis du
substrat tyrosine pNPP. Or, PP2A est une sérine/thréonine phosphatase. L’effet de PfPTPA sur
’activité de PP2A vis-a-vis d’un substrat phosphorylé sur une thréonine (K-R-pT-1-R-R) a donc
été étudié. Nous observons que l'activité sérine/thréonine phosphatase varie modestement en
fonction de la quantité de PfPTPA. Mais il n’y a pas de différence significative de ’activité de
PP2A, sauf lorsque l'on ajoute 1000nM de PfPTPA (Figure 39). Cependant, le rapport
PfPTPA/PP2A est alors de 100:1 et ne présente aucune relevance physiologique. La protéine
PTPA de P. falciparum ne semble donc pas réguler ’activité sérine/thréonine phosphatase de
la protéine PP2A humaine vis-a-vis du substrat (K-R-pT-I-R-R) in vitro.
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Figure 39 : Régulation de l'activité sérine/thréonine phosphatase de PP2A par PfPTPA. La libération de
phosphate induite par U'activité sérine/thréonine phosphatase de 10nM de PP2A humaine est quantifiée par
malachite green. Des doses croissantes de PfPTPA (1 a 1000nM) sont ajoutées et la quantité de phosphate libérée
est mesurée. Les résultats sont présentés en % d’activité de PP2A +SEM (n=4). L’étoile représente la significativité
a p=0.1% (test Mann et Withney).

2. Effet de PfPTPA sur l’activité ATPasique de PP2A

Dans la littérature, il est décrit que PTPA augmente l’activité ATPasique de PP2A
(Chao, 2006). Nous avons donc voulu tester si la protéine PTPA du parasite pouvait augmenter
Uactivité ATPasique de la PP2A humaine. Nous avons utilisé pour cela un dosage des
phosphates libérés via le malachite green. Dans ces expériences, |’hydrolyse de 200uM d’ATP

121



Résultats

par 10nM de PP2A humaine avec ou sans 10 et 100nM de PfPTPA a été mesurée. Aucune
hydrolyse n’a pu étre détectée quelle que soit la concentration de PfPTPA ajoutée.

3. Etudes complémentaires de I’implication de PfPTPA dans la transition G2/M
en ovocyte de xénope.

Afin de confirmer le réle de PfPTPA sur la transition G2/M, de nouvelles expériences
ont été faites en ovocytes de xénope. Dans ces expérimentations, la GVBD a été induite non
pas par la progestérone, mais par des doses croissantes d’acide okadaique (OA), un inhibiteur
de phosphatases inhibant notamment PP2A et PP1. Nous observons que l’incubation avec une
concentration de 0,01pM d’acide okadaique est suffisante pour induire la GVBD (Figure 40).
L’ajout de 10ng de PfPTPA ne permet pas de bloquer la GVBD induite par ’OA. Par contre,
’ajout de 40 et 100ng diminue de facon dose dépendante le taux de GVBD induite par 0,01 pM
et 0,1uM d’OA. Il semble néanmoins que les quantités de PfPTPA micro-injectées ne soient pas
suffisantes pour bloquer U’action de 1uM d’OA. Ainsi, plus la concentration d’OA augmente,
plus il faut de PfPTPA pour empécher la GVBD.
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Figure 40 : Role de PfPTPA sur la transition G2/M induite par ['acide okadaique. Les ovocytes sont micro-injectés
avec 0 a 100 ng de PfPTPA recombinante, puis la GVBD est induite par ajout dans le milieu de culture de doses
croissantes d’acide okadaique (OA).

4. Etude du role de PfPTPA et PfPP2A chez le parasite

Les expériences de génétique inverse chez P. falciparum que nous avons publiées ont
montré que les locus de PfPTPA et PfPP2A sont accessibles (Cf. résultats de U’article section
2.5). L’analyse des expériences d’interruption de génes de PfPTPA nous ont laissé supposer
une non-essentialité de ce gene. En effet, des PCR sur ADN génomique des parasites
transfectés ont montré une intégration du construit dans leur génome (Cf. résultats de
Uarticle section 2.5). En ce qui concerne PfPP2A, les premieres PCR n’ont pas permis de voir
une intégration dans leur génome. Pourtant, en modifiant les conditions de PCR et la quantité
d’ADN matrice, une bande correspondant a une intégration du construit dans le génome a pu
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étre détectée (Cf. résultats de Uarticle section 2.5). Cependant, malgré plusieurs tentatives
de clonage par dilution limite, aucun clone n’a pu étre isolé. De plus, un cycle de
levée/remise de la sélection par ’antibiotique blasticidine a montré que les parasites, ayant
intégré la construction dans leur génome, ne survivaient pas. Il semble donc que les génes
soient essentiels mais pas a tous les stades parasitaires du cycle érythrocytaire. Des parasites
intégrent le construit interrompant le gene, commencent a se développer, puis meurent,
d’autres parasites prenant ensuite le relai. Ceci rend U’intégration détectable dans une culture
initiale mais explique qu’aucun parasite ne survive aprés une levée/remise de pression de
sélection. De ce fait, le role de ces deux protéines n’a donc pu étre déterminé chez P.
falciparum.

L’absence d’outil d’interruption de gene conditionnelle chez P. falciparum, nous a
amenés a utiliser le modele de P. berghei, espéce spécifique des rongeurs. En effet, dans ce
modeéle Pino et al. ont mis au point un systéeme permettant, aprés double recombinaison
homologue, la transcription du géne d’intérét sous la dépendance de la transactivation d’un
promoteur sensible a la tétracycline TetO7 (Figure 41a) (Pino, 2012).
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Figure 41 : Génération de parasites P. berghei dans une stratégie d’interruption de géne conditionnelle. (a)
Représentation schématique de la double recombinaison homologue pour le géne pbptpa. La méme construction a
été réalisée pour pbpp2a. Le tableau présente les numéros des primers correspondants aux lettres sur le schéma
pour les construits pbptpa et pbpp2a. (b) Génotypage par PCR des parasites sauvages (WT) ou transfectés (PbPTPA
et PbPP2A). Les pistes 1 et 5 correspondent aux produits de PCR réalisées avec les amorces A et B de pbptpa tandis
que les pistes 3 et 7 représentent les PCR réalisées avec les amorces A et B de pbpp2a. Les PCR réalisées avec les
amorces C et D de pbptpa ont été déposées sur les pistes 2 et 6. Les PCR réalisées avec les amorces C et D de
pbpp2a ont été déposées pistes 4 et 8. (c) Vérification de ’absence du vecteur utilisé pour la transfection dans les
parasites transfectés. Pistes 3 et 4, les vecteurs contenant respectivement pbptpa et pbpp2a ont été amplifiés par
PCR en utilisant les amorces B et C. La méme PCR a été réalisée sur les parasites transfectés avec le vecteur
contenant pbptpa (piste 1) ou pbpp2a (piste 2). La fléche rose symbolise la taille attendue.

Afin de mettre en place Uinterruption conditionnelle de PbPTPA, nous avons cloné ses
régions promotrice (1062 pb en amont de ’ATG) et codante (793 pb a partir de UATG) dans le
vecteur mis au point par Pino et al. (fourni par le Dr Pino, université de Genéve). De la méme
facon, les régions promotrice (1198 pb en amont de U'ATG) et codante (794 pb a partir de
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UATG) de PbPP2A ont été clonées. Le vecteur linéarisé a ensuite été transfecté par
électroporation dans des schizontes purifiés de P. berghei. Puis, les schizontes ont été
injectés par voie intraveineuse a des souris. Trente heures apres l’injection, les parasites
transfectés ayant intégré le vecteur sont sélectionnés par ’ajout de pyriméthamine dans |’eau
de boisson des animaux. Aussi bien pour PbPTPA que pour PbPP2A; nous observons des
parasites dans les frottis sanguins des animaux transfectés sept a huit jours apres l'injection.
Afin de vérifier que les parasites qui se développent ont intégré la construction dans leur
génome, plusieurs vérifications par PCR sont faites. Tout d’abord, l’intégration dans le
génome a été vérifiée et montre que les promoteurs et les génes sont bien intégrés (Figure
41b). Ensuite, ’absence de vecteur non intégré a été étudiée. Pour cela, une PCR a été
réalisée avec [’amorce s’hybridant avec la séquence transactivatrice TRAD4 et celle
s’hybridant dans U’épitope HA. Seules les PCR réalisées sur les vecteurs circulaires peuvent
amplifier un fragment, car dans le génome recombiné les amorces ont une orientation
opposée (Figure 41a). On a ainsi pu vérifier [’absence de vecteur non intégré dans le génome
(Figure 41¢).
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C. REGULATION DE LA PROTEINE PHOSPHATASE DE TYPE 1 (PP1) PAR
PFPTPA.

La présence du motif RVxF dans la séquence de protéine PfPTPA, nous a incités a
étudier si PfPTPA pouvait interagir avec PfPP1 et réguler son activité.

I. Etude de l’interaction PfPTPA/PP1

1. Interaction entre PfPTPA et PfPP1

L’interaction entre PfPTPA et PfPP1 a été étudiée in vitro par des tests ELISA. Deux
expériences ont été mises en place. La premiere dans laquelle la protéine PfPTPA est
adsorbée sur une plaque ELISA puis, des doses croissantes de PfPP1 biotinylée sont ajoutées
(Figure 42a). Dans la seconde, a l'inverse, PfPP1 est adsorbée sur la plaque et c’est la
concentration de PfPTPA biotinylée que l'on fait varier (Figure 42b). Ces expériences ont
permis de montrer que PfPTPA et PfPP1 étaient capables d’interagir in vitro (Figure 42) et
que Uinteraction est aussi forte que celle observée entre PfPP1 et PfI2""" (Figure 42a).
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Figure 42 : Interaction entre PfPTPA et PfPP1 in vitro. (a) Les protéines PfPTPA, PfI2""! et la BSA sont adsorbées
sur une plaque ELISA & une concentration de 2ug/ml. PfI2""" est notre témoin positif d’interaction tandis que la BSA
sert de témoin négatif. Des doses croissantes de PfPP1 biotinylée sont ajoutées et les interactions sont lues par
spectrophotométrie a 450nm. Cette figure est représentative de deux expériences indépendantes. (b) PfPP1 et la
BSA qui sert de témoin négatif, sont adsorbées sur une plaque ELISA et des concentrations croissantes de PfPTPA
biotinylée sont ajoutées. Cette figure est représentative de trois expériences indépendantes.

2. Interaction entre PfPTPA et PP1

Les protéines parasitaires étant capables d’interagir, nous avons testé si PfPTPA
pouvait également interagir avec une PP1 orthologue. Nous avons pour cela utilisé le modele
de xénope. Ce modele nous permettait d’appréhender la cinétique de formation du complexe
PfPTPA-XePP1 en comparaison de celle de la formation de complexe avec XePP2A. Ainsi, la
protéine PfPTPA fusionnée a un épitope six histidines a été micro-injectée dans des ovocytes
de xénope. Quinze minutes, deux heures ou dix-huit heures apres, les complexes comprenant
la protéine PfPTPA ont été immunoprécipités grace a l’épitope histidine de PfPTPA. La
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présence des protéines XePP2A et XePP1 dans ces complexes a été étudiée apres
électrophorese sur gel d’acrylamide par Uutilisation d’un anticorps anti-PP2A de xénope
(XePP2A) ou un anticorps anti-PP1 de xénope (XePP1) (Figure 43). Quinze minutes aprés la
micro-injection, nous observons que PfPTPA est immunoprécipitée avec XePP2A et XePP1.
Deux heures apres, seule XePP1 est immunoprécipitée avec PfPTPA et la XePP1 n’est presque
plus détectable a dix-huit heures. Ainsi, PfPTPA est capable de former des complexes avec un
orthologue de PfPP1, et la cinétique de formation des complexes entre PfPTPA avec PP2A et
PP1 est différente. Les complexes PfPTPA/PP2A sont transitoires tandis que les complexes
PfPTPA/PP1 sont visibles jusqu’a dix-huit heures aprés la micro-injection de PfPTPA.

15 minutes 2 heures 18 heures
Anti Anti Anti
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I Anti His | Anti His | Anti His
Anti-His - — -
Anti-XePP1 Pl
Anti-XePP2A -
PfPTPAWT - - + - - + - - +

Figure 43 : Etude de la cinétique d'interaction de PfPTPA avec PP2A et PP1. Des ovocytes de xénope sont micro-
injectés avec PfPTPA. Les complexes PfPTPA/PP2A et PfPTPA/PP1 sont isolés par immunoprécipitation par un
anticorps anti-His quinze minutes (panel de gauche), deux heures (panel du centre) ou dix-huit heures aprés la
micro-injection de PfPTPA (panel de droite). Les complexes sont ensuite révélés apres migration sur gel
d’électrophorése et transfert sur membrane de nitrocellulose par des anticorps anti-His, anti-XePP1 ou anti-
XePP2A.

Ayant a notre disposition les protéines PfPTPA mutées sur les différents résidus
impliqués dans Uinteraction PfPTPA/PfPP2A, nous avons étudiés si les mutants étaient
toujours capables de se complexer avec XePP1. Ainsi, des co-immunoprécipitations ont été
réalisées apres la micro-injection des différents mutants. De facon surprenante, aucun des
mutants n’est capable de former des complexes avec XePP1 (Figure 44).
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Figure 44 : Co-immunoprécipitation de PfPTPA avec la PP1 endogéne. Les protéines PfPTPA WT ou mutées
fusionnées a un épitope histidine sont microinjectées dans Uovocyte de xénope. Les protéines sont
immunoprécipitées quinze minutes apres par un anticorps anti-histidine. La présence de XePP1 dans les complexes
protéiques est vérifiée apres électrophorése par un anticorps anti-XePP1.

3. Implication du motif KINF (RVxF) dans la liaison de PfPTPA a PP1

Afin d’étudier Uimplication du motif KINF (RVxF) dans U'interaction entre PfPTPA et
PP1, des expériences de compétition de la fixation de PfPTPA sur PP1 par des peptides dérivés

126



Résultats

du motif KINF ont été mises en place en ovocytes de xénope. En effet, l'utilisation de
peptides dérivés des motifs RVxF de PfI2”" et PfI3*"' a permis d’inhiber l’interaction entre ces
protéines et PP1 (Freville, 2013). Deux peptides ont ainsi été synthétisés. L’un contenant la
séquence du motif RVxF de PfPTPA élargit (NKINF) répétée en tandem que l’on a nommé
peptide KINF, le second contenant la séquence mutée du motif KINF répétée en tandem
(NKANANKANA) nommé peptide témoin. Les deux peptides contiennent également une
séquence pénétrante nommeée également DPT-SH1 qui sera décrite dans la suite de cette
section. Les peptides KINF ou les peptides témoins sont pré-injectés dans des ovocytes de
xénope avant la micro-injection de la protéine PfPTPA recombinante. La protéine PfPTPA est
ensuite immunoprécipitée par un anticorps anti-His et les complexes protéiques sont révélés
avec un anticorps anti-XePP1 ou anti-XePP2A. Lorsque le peptide KINF est pré-injecté, la
protéine XePP1 n’est plus immunoprécipitée avec PfPTPA (Figure 45). Par contre, la protéine
XePP1 est toujours immunoprécipitée avec PfPTPA quand ce sont les peptides témoins qui sont
préinjectés (Figure 45). La pré-injection des deux peptides n’empéche pas la formation des
complexes PfPTPA/PP2A (Figure 45). Ainsi, le peptide KINF empéche la formation des
complexes PfPTPA/PP1 mais pas des complexes PfPTPA/PP2A. Ces expériences démontrent
que l’interaction entre PfPTPA et PP1 se fait via le motif KINF.

Anti-His — —
Anti-XePP2A -
Anti-XePP1
, Peptide KINF - & _ + _
Pre-injection .
Peptide Témoin _ _ + _  _ +
Injection | PfPTPAWT - - - 4 + .

Figure 45 : Etude de l'implication du motif KINF dans l'interaction PfPTPA/PP1. Les peptides dérivés du motif
KINF sont pré-injectés dans des ovocytes de xénope. La protéine PfPTPA recombinante fusionnée a un épitope
histidine est ensuite injectée et des co-immunoprécipitations sont effectuées. Les protéines PfPTPA sont immuno-
précipitées avec un anticorps anti-His, puis les complexes avec les phosphatases endogénes sont identifiés grace a
des anticorps anti-XePP1 et anti-XePP2A.

Il. Régulation de I’activité de PfPP1 par PfPTPA in vitro

Ayant montré que PfPTPA peut se lier a PfPP1, des tests d’activité in vitro utilisant le
PNPP comme substrat ont été effectués. Cependant, l’ajout de doses croissantes de PfPTPA
ne modifie pas U'activité de PfPP1 vis-a-vis du pNPP, démontrant que PfPTPA ne régule pas
’activité de phosphatase de PfPP1 in vitro vis-a-vis du substrat pNPP (Résultats non montrés).
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lll. Inhibition de linteraction PfPTPA/PfPP1 in vivo par des peptides
synthétiques

Dans le but d’étudier le role in vivo de Uinteraction PfPTPA/PfPP1, une premiére
expérience d’inhibition de ’interaction PfPTPA/PfPP1 a été réalisée grace a l’utilisation de
peptides synthétiques. Ces peptides synthétiques sont composés d’une séquence pénétrante
(ou DPT-SH1) « VKKKKIKREIKI » issue de la casein kinase 2a (CK2a) de Theileria parva,
identifiée par Guergnon et al., et du motif RVxF de PfPTPA répété en tandem (NKINFNKINF)
(peptide KINF) (Guergnon, 2006). Un peptide controle contenant le DPT-SH1 et un motif KINF
muté (NKANANKANA) a également été synthétisé (peptide témoin). Les protéines fusionnées a
la séquence pénétrante sont capables de pénétrer dans les érythrocytes infectés par P.
falciparum (Guergnon, 2006). De plus, il a été montré que DPT-SH1 seul n’est pas cytotoxique
ni pour les cellules HelLa ni pour le parasite (Guergnon, 2006 ; Freville, 2013).

Le peptide KINF diminue de facon significative la croissance parasitaire de maniére
dose dépendante. En effet, la croissance des parasites en présence de 1,25uM du peptide KINF
est proche de 100% tandis qu’en présence de 160uM de peptide, le taux de croissance des
parasites est inférieur a 20% (Figure 46). Par contre, en présence de 160uM du peptide témoin
dans le milieu, la croissance des parasites est supérieure a 75% (Figure 46). L’IC50 calculé
pour le peptide KINF est de 43,12puM. Ainsi, U’inhibition de ’interaction dépendante du motif
KINF par lutilisation de ce peptide, notamment l’interaction PfPTPA/PfPP1 diminue
drastiquement la croissance parasitaire. Cependant, ces résultats restent a confirmer.
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Figure 46 : Etude de ’inhibition de PfPTPA vis-a-vis de PfPP1 in vivo. La croissance parasitaire est suivie aprés
’ajout des peptides KINF ou témoin dans le milieu de culture de parasite P. falciparum 3D7 sauvage. Les résultats
sont présentés en % de la croissance parasitaire de parasites sauvages cultivés sans peptide.
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Matériel et méthodes

Ce matériel et méthodes est complémentaire de la section expérimentale de
Uarticle publié dans International Journal of Molecular Sciences (Cf. Résultats B Il 1).

A. MATERIEL

I. Plasmides

L’origine des plasmides pETDuet-1, pCAM-BSD, pCAM-BSD-HA et pARL est décrite
dans la section expérimentale de ’article. Les vecteurs pGAD-T7, pGBK-T7 et pGBK-T7-
lam sont commercialisés par Clontech et le vecteur pCR2.1-TOPO est commercialisé par
Invitrogen. Le vecteur utilisé pour les interruptions de gene conditionnelles nous a été
fourni par le Dr Pino (Département de microbiologie et de médecine moléculaire,
Université de Genéve, Suisse). Ce vecteur est nommé vecteur berghei dans la suite de ce
manuscrit.

Il. Anticorps

Les anticorps anti-PP1 de xénope et anti-Gal4-DBD sont commercialisés par Santa-
Cruz Biotechnology, les anticorps anti-HA et anti-GFP sont commercialisés par Roche.
L’anticorps anti-HA couplé a la biotine et I’anticorps anti-PP2A sont, eux, commercialisés
par Abcam. La streptavidine-HRP est commercialisée par Invitrogen.

Ill. Amorces

Les amorces utilisées au cours de la thése qui n’ont pas été décrites dans Uarticle
sont énumérées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 9 : Amorces utilisées au cours de cette étude.

l!qa‘:n":):'; Séquence Orientation ressittr?ccti:ieon Vecteur Epitope Utilisation
PfPP2A-LF GAATTCATGGCAAAAGGAGAAGAAAGAAAG F EcoRl  pGBK-T7 C'mygéDGal“' Double hybride en levure
PfPP2A-LR GGATCCTTATAAGAAGTAGGGTATGGTGGCC R BamHl  pGBK-T7 C'”‘Vgéga“' Double hybride en levure
PfI1PPA.L F GAATTCATGGAAAAAGCTATTAGGGATCG F EcoRI  pGAD-T7 HA, Gal4-AD Double hybride en levure
PfI1PPA.L R GGATCCTCATTCAAGTTTGGTTTTTTTTAGGTC R BamHI pGAD-T7 HA, Gal4-AD Double hybride en levure
PfI2PPA.L F GAATTCATGAAGAGAGATCGTTCAGAAAACTC F EcoRI  pGAD-T7 HA, Gal4-AD Double hybride en levure
PfI2PA.L R GGATCCTTAATCATCGTTATCATCATTATTTCC R BamHI pGAD-T7 HA, Gal4-AD Double hybride en levure
PfPTPA-L F GGATCCTGGGTGATGTAAATAGCTTGAGT F BamHI  pGAD-T7 HA, Gal4-AD Double hybride en levure
PfPTPA-L R CTCGAGTTAAAAGTCTATCAAATTTCCAAATAATATGTG R Xhol pPGAD-T7 HA, Gal4-AD Double hybride en levure
PfI1PPA-p F GGATCCATGGAAAAAGCTATTAGGGATCG F BamH| PQE30 6-His e e (2 e

recombinante

PfI1PA-P R GTCGACTCATTCAAGTTTGGTTTTTTTTAGGTC R Sall PQE30 6-His Production de protéine
recombinante
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PfI27P%-p F
Pf1272A.p R
PbPP2A-P F
PbPP2A-P R
PbPTPA-P F
PbPTPA-P R
PbPP2A-G F
PbPP2A-G R
PbPTPA-G F
PbPTPA-G R

Tag HA
IntGéne
PbPP2A

IntGene
PbPTPA

TRAD4

IntProm
PbPP2A
IntProm
PbPTPA

GGATCCGAAGAGAGATCGTTCAGAAAACT

GTCGACTTATAAGCCTAAATAATAAGATAATGGGTT

CAAAAAAAGCGCAGATCTCCACATGTTAGCTATATGAAAA
TTAC
CATTTTAAGCTTCCGCGGTATATTATTTTGACTATTATAT
AATCTTAAAG
CAAAAAAAGCGCAGATCTGGAGTATGTGTGATTTAGTTA
TTTG
CATTTTAAGCTTCCGCGGTTTCTTTATTTTATTTAATCCT
ATAAATATG
CGTGCCCGATTATGCCGGCATGACTAGGGGAGACGAAAA
AAAATG

CAAAA AACGCTAGCCAATAGTTTGGAGCTGACCAAA
CAG
CGTGCCCGATTATGCCGGCATGGAGGATTCTAACTTAAG
CTTC

CAAAA AACGCTAGCCTTTATTATATGAAAGTTGAGC
AGC

GACGTGCCCGATTACGCCGG

CCACCCAGCTCCTCTTGGATTG

GGTGCCCATAATTCAACCAATTC

CTTTGCTCTTGTCCAGGCGCGAC

GTACCCCAAAAGGCAGGAAAC

GGATAACCCATATATATCGAAGTGG

B. METHODES

BamHlI
Sall
Bglll
Sacll
Bglll

Sacll
Nael
Nhel
Nael

Nhel

pETDuet-1

pETDuet-1
berghei
berghei
berghei
berghei
berghei
berghei
berghei

berghei

6-His

6-His

Production de protéine
recombinante
Production de protéine
recombinante
Interruption conditionnelle
de gene chez P. berghei
Interruption conditionnelle
de géne chez P. berghei
Interruption conditionnelle
de gene chez P. berghei
Interruption conditionnelle
de géne chez P. berghei
Interruption conditionnelle
de gene chez P. berghei
Interruption conditionnelle
de géne chez P. berghei
Interruption conditionnelle
de géne chez P. berghei
Interruption conditionnelle
de géne chez P. berghei
Génotypage P. berghei
Intégration géne
Génotypage P. berghei
Intégration géne
Génotypage P. berghei
Intégration géne
Génotypage P. berghei
Intégration promoteur
Génotypage P. berghei
Intégration promoteur
Génotypage P. berghei
Intégration promoteur

I.  Analyse de bioinformatique comparative et analyse des séquences

Les séquences protéiques des différentes sous-unités et protéines régulatrices de
PP2A connues ont été alignées sur la base de données protéique de Plasmodium
falciparum (http://plasmodb.org/plasmo/).

Tableau 10 : Numéro d'accession des différentes sous-unités et protéines régulatrices recherchées dans le
génome de P. falciparum.

Sous-unité /  Variant N° Accession Sous-unité Variant N° d’Accession
protéine / protéine
A a CAG29336 B’ PR48 NP_037371.2
B NP_002707 B’ Striatine NP_003153.2
B a NP_001171062.1 SG2NA NP_001077362.1
B NP_858062.1 Zinedine P58404.2
Y NP_870991.1 LCMT1 NP_057393.2
d NP_060931.2 PME-1 Q9Y570.3
B’ a NP_006234.1 a4 NP_001542.1
B NP_006235.1 |1PP2A NP_006296.1
\ NP_848702.1 |2PP2A AAQ79833.1
d NP_006236.1 PTPA CAA60163.1
3 NP_001269108.1 CIP2A NP_065941.2
B’’ PR72 NP_001177376.1 ENSA NP_996925.1
PR130 NP_002709.2 ARPP-19 AAI00016.1
PR59 NP_060387.2 TIPRL NP_690866.1
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Les numéros d’accession des protéines humaines issues de NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/) sont listés dans le tableau ci-dessus (Tableau
10). Les alignements de séquence ont été faits par ClustalW en utilisant le logiciel BioEdit
Sequence Alignment Editor. Les motifs LRR ont été identifiés en utilisant le serveur
LRRFinder (http://www.lrrfinder.com/) puis affinés manuellement. Les motifs RVxF ont,
eux, été identifiés grace au programme 3of5 de EXPASY
(http: //www.dkfz.de/mga2/30f5/30f5.html).

ll. Le double hybride en levure

Les séquences codantes de PfPP2A, Pfl17"* PfI2""? et PfPTPA ont été amplifiées
par PCR en utilisant la Tag polymérase Advantage 2 (Clontech) et les amorces PfPP2A-L F,
PfPP2A-L R, PfI1P"A-L F, PfI1"P?A-L R, PfI2°"?A-L F et PfI2""?-L R (Tableau 9). Le produit de
PCR a été sous-cloné dans un vecteur pCR2.1-TOPO et Uintégrité des séquences a été
vérifiée par séquencage (Eurofins MGW Operon). Les séquences codantes de Pfl17"*
Pf12°"?* ont ensuite été insérées entre les sites de restriction EcoRl et BamHI d’un vecteur
pGAD-T7 tandis que la séquence codante de PfPTPA a été insérée entre les sites de
restriction BamHI et Xhol de ce vecteur. La séquence codante de PfPP2A a, elle été
insérée entre les sites de restriction EcoRl et BamHI d’un vecteur pGBK-T7. Des levures
AH109 ont ensuite été transformées avec les constructions contenant les séquences des
régulateurs et des levures Y187 ont été transformées avec la construction de PfPP2A. Les
vecteurs vides pGAD-T7 et pGBK-T7 ainsi que le vecteur pGBK-T7 contenant la laminine
(pGAD-T7-lam) sont utilisés comme témoins et sont insérés apres transformation dans les
levures AH109 (vecteur pGAD-T7) ou Y187 (pGBK-T7). La transformation a été faite selon
les recommandations du fournisseur en utilisant l’acétate de lithium (Yeast Protocoles
Hanbook, Clontech). Afin de vérifier les interactions, les levures AH109 transformées avec
les vecteurs pGAD-T7 vide ou contenant les régulateurs ont été mises en contact
individuellement avec des levures Y187 transformées avec les vecteurs pGBK-T7 vide ou
contenant soit la PfPP2A, soit la laminine (pGBK-T7-lam). Aprés la fusion des levures, les
diploides sont sélectionnés sur un milieu dépourvu en leucine et en tryptophane et les
diploides dans lesquels les protéines interagissent sont sélectionnés sur un milieu
dépourvu en leucine, en tryptophane et en histidine (-LWH).

lll. Test de croissance des levures en milieu liquide

Les levures haploides transformées avec les vecteurs pGAD-T7 vide ou contenant
les séquences codantes des régulateurs sont mises en culture en milieu liquide dépourvu
en leucine. Les levures haploides transformées avec les vecteurs pGBK-T7 vide ou
contenant la séquence codante de PfPP2A sont mises en culture en milieu liquide
dépourvu en tryptophane. Les levures sont ensuite placées a 30°C sous agitation et la
densité optique a 600nm est lue régulierement sur une durée de 72h.
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IV. Test B-galactosidase sur filtre

Les levures diploides contenant Pfl27**-pGAD-T7 et PfPP2A-pGBK-T7 qui se
développent sur milieu -LWH sont déposées sur un filtre imbibé de X-Gal afin d’identifier
les levures dans lesquelles une interaction a effectivement eu lieu par apparition d’une
coloration bleue selon le protocole du fournisseur (Yeast Protocoles Hanbook, Colony-lift
Filter Assay, Clontech).

V. Extraction des protéines de levures et Western-Blot

Des levures haploides contenant les vecteurs pGAD-T7 dans lesquels sont insérés
les régulateurs ou le vecteur pGBK-T7 dans lequel est inséré PfPP2A sont mises en culture
sur la nuit dans cing millilitres de milieu dépourvu en leucine ou en tryptophane
respectivement. La culture est ensuite vortexée puis diluée dans cinquante millilitres
jusqu’a atteindre une densité optique a 600nm de 0,4 a 0,6. Les cultures ayant la densité
optique appropriée sont ensuite rapidement mises sur glace puis centrifugées pendant
cing minutes a 1000g a une température de 4°C. Le culot est lavé avec de 'eau a 4°C, le
culot sec est congelé par immersion du tube dans de ’azote liquide et conservé a -80°C.
Les protéines sont ensuite extraites au TRIzol® Reagent suivant le protocole du
fournisseur (Ambion par Life Technologies). Les protéines extraites sont ensuite séparées
par électrophorése sur un gel d’acrylamide et transférées sur une membrane de
nitrocellulose. Les protéines régulatrices insérées dans le vecteur pGAD-T7 sont révélées
par un anticorps anti-HA (1/500) tandis que les protéines PfPP2A sont révélées par un
anticorps anti-Gal4-DNA binding domain (1/500).

VI. Test d’interaction in vitro

Les protéines recombinantes Pfl17"?) PfI2""?A  PfPTPA, PfI2”" et I’albumine sérique
de boeuf commerciale (Sigma) sont adsorbées a une concentration de 2ug/ml sur une
plaque ELISA (Nunc) pendant une nuit a 4°C. Apres lavages au PBS 0,1% de Tween20, la
plaque est saturée avec du PBS contenant de la gélatine durant une heure a température
ambiante. Des doses croissantes de protéine PfPP1 recombinante biotinylée sont ensuite
ajoutées apres lavages et incubées deux heures a 37°C. Aprés une nouvelle étape de
lavage, la streptavidine HRP (1/20 000) est ajoutée puis incubée vingt minutes a
température ambiante et a Uobscurité. Puis, la plaque lavée est incubée avec une
solution de TMB (Uptima) pendant vingt minutes a ’obscurité et a température ambiante.
Enfin, la réaction est arrétée par ajout de cent microlitres de HCl 2N. L’interaction est
mesurée par lecture de la densité optique a 405nm.
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VIl. Test d’activité in vitro de PfPP1 vis-a-vis du substrat pNPP

Le kit Sigma Fast paraNitroPhénylPhosphate (pNPP) est utilisé afin de déterminer
’activité phosphatase de PfPP1 vis-a-vis du substrat pNPP selon les recommandations du
fournisseur. La quantité optimale de 30nM de PfPP1 a utiliser a été déterminée au
préalable parmi une gamme de concentration. Dans ce test, des doses croissantes de
Pf12°"** ou de PfPTPA recombinante diluée dans un tampon Tris 10mM sont pré-incubées
avec 30nM de PfPP1 recombinante durant trente minutes a 37°C dans une plaque ELISA.
Le substrat pNPP dilué dans un tampon PMP/NaCl est alors ajouté et le tout est incubé
une heure a 37°C. L’activité phosphatase est ensuite mesurée par lecture de la densité
optique a 450nm.

VIll. Test d’activité sérine/thréonine phosphatase in vitro

L’activité phosphatase de la protéine PP2A humaine (Cayman) et sa régulation par
PfPTPA vis-a-vis d’un substrat phosphorylé sur une thréonine est mesurée grace au kit
Ser/Thr Phosphatase Assay Kit 1 (K-R-pT-I-R-R) (Merck Millipore) selon le protocole du
fournisseur. La quantité optimale de 10nM PfPP2A a utiliser a été déterminée parmi une
gamme de concentration allant de 10 a 100 nM. Afin de tester l’effet de PfPTPA sur cette
activité sérine/thréonine phosphatase, des doses croissantes de PfPTPA recombinante sont
ajoutées a 10nM de PP2A humaine et incubées trente minutes a 37°C. Deux cent
cinquante micromolaire de phospho-peptide sont ajoutés et le tout est incubé trente
minutes a 37°C. La réaction est arrétée par ’ajout de malachite green puis incubée
quinze minutes a température ambiante afin de laisser la réaction colorée se mettre en
place. La quantité de phosphate libérée est mesurée par lecture de la densité optique a
620nm.

IX. Test d’activité ATPasique

L’activité ATPasique du complexe PfPTPA/PP2A humaine est mesurée par le dosage
de la quantité de phosphate libérée par U'ATP en présence de PfPTPA seul, de PP2A
humaine seule ou des deux protéines. L’ATP (Sigma) a une concentration de 200uM est
incubée avec 10nM de PP2A humaine, 10 a 100nM de PfPTPA recombinante ou 10nM de
PP2A humaine additionnée de 10 a 100nM de PfPTPA pour une durée de trente minutes.
Puis la quantité de phosphate libérée est visualisée grace au malachite green (Merck
Millipore) et comparée a une gamme de phosphate libre par comparaison des densités
optiques lues a 620nm.
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X. Induction de la GVBD en ovocyte de xénope par |’acide okadaique

Les ovocytes de xénopes sont micro-injectés avec 10, 40 ou 100ng de protéines
PfPTPA recombinantes puis incubés dans un milieu contenant 0,01, 0,1 ou 1uM d’acide
okadaique. La GVBD est observée aprés dix-huit heures d’incubation.

XIl.  Extraction des protéines de parasites

1. Extraction par cycles de congélation/décongélation

Des schizontes purifiés sont lysés dans un tampon contenant 20mM de Tris, 150mM
de NaCl, 0,5% de triton et des antiprotéases (Roche). Ils subissent ensuite huit cycles de
congélation dans |’azote liquide, décongélation dans un bain-marie a 37°C. L’extrait est
ensuite soniqué par des pulses de vingt secondes suivis de quinze secondes d’arrét pour
une durée effective de cing minutes. Apres centrifugation trente minutes a 14 000g, le
surnageant contenant les extraits parasitaires est conservé a -80°C.

2. Solubilisation séquentielle des protéines

La solubilisation séquentielle est effectuée selon le protocole de Hopp et al.
(Hopp, 2012). Les protéines solubles sont solubilisées dans cing volumes de tampon
hypotonique contenant 5mM de Tris-HCLl pH8.0. Les parasites subissent ensuite huit cycles
de congélation (azote liquide) /décongélation (bain-marie 37°C) puis sont centrifugés
quinze minutes a 16 000g a une température de 4°C. Le surnageant contient les protéines
solubles. Les protéines liées aux membranes qui sont dans le culot sont solubilisées par un
traitement de dix minutes avec 0,5 volume de tampon contenant de la DNAse (5mM Tris-
HCl pH8.0, 10mM MgCl,, DNAse | et inhibiteur de protéase). Un volume de Na,CO; 0,1M
pH11 est ensuite ajouté puis incubé trente minutes sur glace. Le tout est ensuite
centrifugé a 16 000g pendant trente minutes a 4°C. Les protéines liées aux membranes
sont alors présentes dans le surnageant. Le reste des protéines présentes dans le culot
sont resolubilisées dans quatre volumes de PBS 0,5% contenant 4% de SDS, 0,5% de Triton
et des inhibiteurs de protéases.

Xll. Production de sérum anti-PfPTPA et anti-PfPP2A

Les protocoles utilisant l’expérimentation animale ont été validés par le comité
d’éthique en expérimentation animale (CEEA) du Nord-Pas de Calais.

1. Immunisation de rats Fisher F344

La protéine recombinante soluble PfPTPA et la protéine recombinante insoluble
PfPP2A resolubilisée dans du tampon Tris 20mM, NaCl 150mM et 0,3% de SDS sont utilisées
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pour immuniser des rats Fisher F344. Deux rats sont immunisés pour chaque protéine.
Cinquante microgrammes de protéines diluées au demi dans de !’hydroxyde d’alun sont
injectés par voie intrapéritonéale. Deux rappels sont ensuite effectués a J20 et J34 avec
les mémes quantités de protéines diluées selon le méme protocole. Une présaignée le jour
de la premiére injection est effectuée et nous sert de controle négatif. Ensuite, un
premier préléevement sanguin au niveau du sinus rétro-orbital est effectué a J48 et le
sérum est titré par dosage ELISA vis-a-vis de la protéine recombinante. Si le titre est
correct, un prélevement en intra-cardiaque est effectué a J50 apres sacrifice des
animaux.

2. Immunisation de souris Balb/c

La protéine recombinante soluble PfPTPA est utilisée pour immuniser des souris
Balb/c. Trois souris sont immunisées avec la protéine diluée au demi dans de |’hydroxyde
d’alun, trois autres sont immunisées avec la protéine diluée en adjuvant de Freund. Le
protocole en hydroxyde d’alun est le méme que le protocole décrit ci-dessus. Le protocole
pour l’adjuvant de Freund est le suivant : 50ug de protéines recombinantes diluées en
adjuvant complet de Freund sont injectés par voie sous-cutanée a trois souris. Ensuite
deux rappels sont effectués avec 50ug de protéines diluées en adjuvant incomplet de
Freund et injectés par voie intra-péritonéale. Pour chaque protocole d’immunisation, une
présaignée est effectuée a JO. Ensuite, un prélévement sanguin est fait a J48, les sérums
sont titrés et si le titre est correct, un dernier prélevement sanguin en intra-cardiaque est
effectué a J50 apres sacrifice des animaux.

Xlll. Tests des sérums d’immunisation en Western-blot

Les protéines recombinantes PfPTPA et PfPP2A, des extraits protéiques de
parasites exprimant les protéines PfPTPA ou PfPP2A fusionnées a la GFP réalisés selon le
protocole décrit au XI 1 ou des extraits protéiques de parasites sauvages sont déposés sur
des gels d’acrylamide puis transférés sur membranes de nitrocellulose. Aprés saturation,
les sérums d’immunisation (dilution : 1/50) sont ensuite incubés avec les membranes. Puis
les protéines sont révélées par un anticorps anti-IgG (H+L) de souris (1/20 000) ou un
anticorps anti-IgG (H+L) de rat marqués a la peroxidase (1/20 000).

XIV. Interruption conditionnelle de géne chez Plasmodium berghei

1. Préparation des plasmides

Les amorces sont dessinées a partir des données génomiques de Plasmodium
berghei disponibles sur PlasmoDB afin d’amplifier par PCR les promoteurs et les genes de
PbPTPA et PbPP2A. Les génes sont amplifiés par PCR sur I’ADN génomique de P. berghei
avec la Taq polymérase Advantage 2 et les amorces PbPTPA-G F et R ou PbPP2A-G F et R.
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Les produits de PCR sont ensuite insérés dans le vecteur berghei entre les sites de
restrictions Nael et Nhel en utilisant le kit In-Fusion® HD Cloning (Clontech). Des bactéries
compétentes Stellar™ (Clontech) sont transformées avec les vecteurs contenant le géne.
L’intégrité des séquences a été vérifiée par séquencage. Les promoteurs sont ensuite
amplifiés par PCR avec les amorces PbPTPA-P F et R ou PbPP2A-P F et R. Les produits de
PCR sont ensuite insérés dans le vecteur berghei contenant le géne entre les sites de
restriction Bglll et Sacll. L’intégrité des séquences est vérifiée par séquencage.

Les plasmides contenant le gene et le promoteur sont digérés par Bglll et Nhel afin
d’étre linéarisés pour permettre la double recombinaison homologue. Les plasmides
linéarisés sont purifiés sur gel puis précipités a ’acétate de sodium et repris a une
concentration finale de 1,5ug/pl.

2. Préparation des schizontes de P. berghei

Le sang d’un rat infecté par P. berghei ayant une parasitémie comprise entre 6 et
15% est prélevé en présence d’héparine au niveau du sinus rétro-orbitaire. Deux millilitres
de sang sont mis en culture dans des flacons de 75cm? avec cinquante millilitres de milieu
RPMI Hypoxantine Albumax pour une durée de seize heures a 37°C sous agitation a
cinquante-quatre tours par minute. Cette étape permet la maturation des parasites en
schizonte. La culture enrichie en schizontes est ensuite centrifugée dix minutes a 1 800
tours par minute a 4°C sans frein. Les schizontes sont alors séparés des érythrocytes et
autres cellules sur un gradient de Nycodenz a 55%. Le gradient est ensuite centrifugé
trente minutes a 2 300 tours par minute a 4°C sans frein. Les schizontes, situés dans un
anneau a linterface entre une phase inférieure contenant les cellules sanguines et les
déchets cellulaires et une phase supérieure composée du milieu de culture, sont
récupérés et lavés deux fois en PBS. Les schizontes purifiés sont utilisés immédiatement
pour la transfection.

3. Transfection et injection aux animaux

Dans une cuvette d’électroporation, vingt microlitres d’ADN plasmidique linéarisé
(10pg par souris) sont mis en contact avec cent microlitres de Nucleofector human T cell
buffer (Lonza) et un tiers des schizontes purifiés. L’électroporation est effectuée grace a
un appareil a électroporation de type Amaxa® Nucleofector® avec le programme U33. Les
schizontes électroporés sont ensuite repris afin d’obtenir un volume final de trois cent
microlitres. Les schizontes sont ensuite injectés par voie intraveineuse a des souris males
Balb/c a raison de cent microlitres par souris. Trente heures aprés Llinjection, les
parasites transfectés sont sélectionnés par ajout de pyriméthamine dans l’eau de boisson
des animaux. En effet, le vecteur berghei comporte une cassette contenant la
dihydrofolate reductase humaine résistante a la pyriméthamine qui, aprés recombinaison
homologue, est insérée dans le génome. L’enzyme parasitaire étant sensible a la
pyriméthamine, les parasites recombinants seront les seuls a se développer.
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Les biberons contenant la pyriméthamine (70mg dilué dans dix millilitres de DMSO
ajusté a un litre, pH 3.5-5) sont changés une fois par semaine. La parasitémie est suivie
par frottis sanguin tous les deux ou trois jours.

4. Veérification de la transfection

Les parasites qui se développent dans les souris sous traitement a la
pyriméthamine sont génotypés afin de vérifier 'intégration de notre construction dans le
génome. Le génotypage est effectué par PCR avec les amorces Tag HA, IntGene PbPP2A,
IntGéne PbPTPA, TRAD4, IntProm PbPP2A, IntProm PbPTPA. Une analyse en western blot
est réalisée afin de vérifier ’expression des protéines PbPTPA et PbPP2A fusionnées a un
épitope hémaglutinine (HA). Pour cela, des extraits protéiques totaux de schizontes
saponisés obtenus apres mise en culture sur la nuit de sang de souris parasitées sont
séparés sur gel d’acrylamide puis transférés sur membrane de nitrocellulose. Les protéines
fusionnées HA sont révélées par un anticorps anti-HA couplé a la biotine (1/2500) et de la
streptavidine HRP (1/100 000 diluée en PBS 3% BSA 0,1% Tween20).

XV. Elaboration de peptides dérivés du motif KINF

Des peptides dérivés du motif KINF sont élaborés en se basant sur Uarticle de
Guergnon et al. (Guergnon, 2006). Ils sont composés soit de la séquence pénétrante ou
DPT-SH1 « VKKKKIKREIKI » et du motif NKINF répété en tandem soit de la séquence
pénétrante et du motif NKINF muté « NKANA » répété en tandem. Ces peptides ont été
synthétisés par Genscript.

XVI.  Micro-injection de peptides dérivés du motif KINF en ovocyte de xénope

Des ovocytes de xénope sont pré-injectés avec les peptides KINF ou témoins
(100ng). Dix nanogrammes de PfPTPA recombinante sont micro-injectés une heure apreés,
puis les extraits d’ovocytes sont préparés afin de réaliser des immunoprécipitations par un
anticorps anti-His. Les complexes protéiques sont ensuite révélés aprés migration sur gel
d’acrylamide et transfert sur membrane de nitrocellulose par des anticorps anti-XePP1
(1/15 000), anti-his (1/1 000) ou anti-XePP2A (1/15 000).

XVIl.  Test des peptides dérivés du motif KINF sur la croissance de Plasmodium
falciparum

Les expériences sont effectuées en plaques 96 puits a une parasitémie initiale de
0,5% et une hématocrite de 1%. Les peptides sont ajoutés a différentes concentrations
(concentrations finales de 5 a 160uM) dans 250ul de RPMI-AlbuMAX (0,5%) et incubés
soixante-douze heures pour permettre a tous les stades d’effectuer au moins un cycle. Les
cultures sont ensuite maintenues trente minutes a ’obscurité avec du SYBR Green | 1X
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(Invitrogen) dilué dans un tampon contenant 20mM de Tris pH8.8 et 138mM de NaCl. Les
érythrocytes sont fixés avec 1% de paraformaldéhyde puis conservés a 4°C a l'obscurité
jusqu’a leur analyse par cytométrie en flux.

La croissance parasitaire est mesurée par cytométrie en flux sur un FACSCalibur (Becton-
Dickinson). Les érythrocytes infectés ou non sont ciblés selon leurs signaux FSC (foward
scatter) et SSC (side scatter). L’analyse de la fluorescence (fluorescence verte, filtre FL1)
est réalisée en utilisant le logiciel CellQuest (FACScan ; BD Biosciences) sur un total de
100 000 événements acquis. La fluorescence est observée selon le protocole décrit par
Izumiyama et al. sur un dot-plot a deux parametres (FL1-SSC) (Izumiyama, 2009). La
fluorescence des érythrocytes sains est ajustée pour apparaitre entre 10° et 10'. Les
résultats sont présentés en pourcentage de fluorescence des érythrocytes totaux. La
concentration de peptide permettant U'inhibition de 50% de la croissance parasitaire (ICsg)
est mesurée en déterminant la concentration correspondant a 50% de parasitémie
observée dans les puits ne contenant pas de peptide. La valeur de U'ICs, est calculée en
utilisant le logiciel ICEstimator 1.2 (www.antimalarial-icestimator.net) qui se base sur
’analyse de la régression non-linéaire des courbes dose-réponse logarithmiques.
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Discussion et perspectives

L’étude de la régulation des phosphatases PP1 et PP2A chez le parasite
Apicomplexa P. falciparum responsable du paludisme est |’axe de recherche majeur de
notre laboratoire. Au cours de ces études, notre équipe a montré que les régulateurs de la
phosphatase PfPP1 sont aussi importants que la phosphatase elle-méme (Daher, 2006 ;
Freville, 2012 ; Freville, 2013). En ce qui concerne ’activité et la régulation de PP2A chez
le parasite, peu de choses sont connues. En effet, seule la sous-unité catalytique et
Uinhibiteur 2 ont été identifiés. L’objectif de ce travail de thése était donc d’étudier la
régulation de PP2A chez Plasmodium falciparum, en identifiant les sous-unités et les
protéines régulatrices de PfPP2A, puis en caractérisant moléculairement plus
particuliérement trois protéines régulatrices putatives, Pfl1""*  PfI2""* et PfPTPA. La
protéine PfPTPA a ensuite été caractérisée fonctionnellement pour son role dans la
régulation de PP2A. Enfin, une étude du role de PfPTPA dans la régulation de PfPP1 a été
amorcée suite a lidentification d’une particularité spécifique de la protéine PTPA
parasitaire. L’ensemble de ces travaux a permis de mieux comprendre la régulation de
PfPP2A notamment par PTPA et de mettre en lumiére un nouveau partenaire de la
protéine PfPP1 dont le role reste a démontrer.

Dans un premier temps, nous discuterons l’identification des sous-unités
régulatrices et des protéines régulatrices de PP2A chez le parasite P. falciparum. Puis,
nous discuterons nos études faites sur les inhibiteurs 1 et 2 de PfPP2A. Nous
commenterons ensuite le role régulateur de PfPTPA sur PP2A et enfin nous discuterons le
role régulateur potentiel de PfPP1 de la protéine PfPTPA.

I. Identification des sous-unités régulatrices et des régulateurs de PfPP2A

1. PfPP2A : un nombre d’holoenzymes limité

La premiére étape de notre travail a consisté en la recherche in silico des
séquences de Plasmodium falciparum homologues a la la PP2A humaine et a ses
régulateurs. La sous-unité catalytique de PfPP2A a été identifiée par Dobson et al.
(Dobson, 1999). Le séquencage de la partie N-terminale de la protéine identifie la
protéine PfPP2A comme la protéine sous le numéro d’accession de plasmoDB
PF3D7_0314400. De facon intéressante, l’alignement des séquences des protéines
humaines appartenant a cette famille révele ’existence de trois protéines présentant des
taux d’homologies de séquence importants et appartenant toutes trois au groupe
PP2A/PP4/PP6 : PF3D7_0314400 (PfPP2A), PF3D7_0925400 (PfPPB) et PF3D7_0927700. De
’alignement de ces trois protéines avec les phosphatases PP2A, PP4 et PP6 de ’homme, il
ressort que PfPP2A présente 60% d’identité avec la PP6 contre 56% pour PP4 et seulement
54% avec la PP2A. Tandis que PF3D7_0927700 présente plus de 60% d’identité avec PP4 et
que la partie C-terminale de PfPPB présente 54% d’identité avec PP2A. Cependant, seule
PfPP2A possede le motif YFL, siége des modifications post-traductionnelles, en C-
terminal. Les deux autres protéines possédent soit un motif YML (PfPPB) soit un motif YFS
(PF3D7_0927700). L’activité de PfPP2A a été caractérisée par Dobson et al. qui montrent
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que cette protéine est insensible a la calmoduline mais sensible a ’acide okadaique
(IC50=0,2nM), ce qui indique son appartenance a la famille PP2A/PP4/PP6 (Dobson, 1999).
La sensibilité de cette protéine a Uinhibiteur 2 de PP2A présent chez Plasmodium
falciparum (PfARP) confirme qu’il s’agit tres certainement de Uorthologue de PP2A
(Dobson, 2003). Nous avons choisi de poursuivre les études avec la protéine identifiée
comme PfPP2Ac par Dobson et al. Mais une étude ultérieure des deux autres protéines
serait intéressante.

L’analyse bio-informatique nous a permis d’identifier la sous-unité A qui est
connue pour permettre la bonne conformation de la protéine PP2A chez les eucaryotes
(Figure 47). Bien qu’annotée en tant que sous-unité A dans PlasmoDB, aucune étude n’a
été réalisée afin de confirmer le role de cette protéine dans la conformation de la PP2A
du parasite.

Nous avons également identifié un seul et unique représentant des sous-unités
régulatrices de type B contrairement a ’homme qui en possede plus de 16 différentes
(Figure 47). Ces sous-unités régulatrices sont impliquées dans la régulation de 'activité,
de la localisation et de la spécificité de substrat de la protéine phosphatase de type 2A
(Cegielska, 1994 ; Kamibayashi, 1994). La seule sous-unité de type B qui est présente chez
P. falciparum est un orthologue de la sous-unité PR72 (B’’). Sa séquence putative code
pour 1006 acides aminés ce qui est plus proche de la taille de PR130, variant de PR72
composée de 1050 résidus, que de PR72 qui est, elle, composée de 529 résidus. De facon
surprenante, cette sous-unité B’’ parasitaire ne s’aligne qu’avec la partie C-terminale de
PR130 qui est identique a PR72. Or, PR130 et PR72 sont issues du méme géne et résultent
d’un épissage alternatif. Toxoplasma gondii, un autre apicomplexe, posseéde également
une protéine qui s’aligne dans sa partie C-terminale avec PR72 et PR130. Cependant, bien
que les protéines des deux apicomplexes aient une taille similaire (1167 acides aminés
pour la protéine de Toxoplasma et 1006 pour la protéine de Plasmodium), elles ne
présentent d’homologie de séquence que dans leur partie C-terminale, c’est-a-dire la
partie homologue a PR72. Il semblerait donc que cette sous-unité B’’ parasitaire soit une
chimere entre la protéine conservée PR72 en C-terminal et une protéine spécifique de
Plasmodium ne présentant aucune homologie de séquence avec une protéine connue. De
méme, ’orthologue de cette sous-unité B’’ chez T. gondii semble étre une chimeére entre
la protéine PR72 et une autre protéine qui ne présente d’homologie de séquence ni avec
son orthologue chez P. falciparum, ni aucune autre protéine connue. Néanmoins, il est
possible qu’il s’agisse d’une mauvaise annotation du génome de Plasmodium falciparum.
En effet, sa présence en spectrométrie de masse n’a pas été vérifiée. Par contre, chez
Toxoplasma gondii les analyses par spectrométrie de masse ont permis d’identifier
plusieurs peptides qui couvrent largement la protéine putative ce qui permet de penser
que la protéine est exprimée. En dehors de ces considérations moléculaires, la présence
de cette sous-unité particuliére est également surprenante en raison de la localisation et
de la fonction de cette sous-unité chez les eucaryotes. En effet, la sous-unité PR72 est
uniquement exprimée dans le cceur et les cellules musculaires chez la souris et ’homme.
Or, ces deux organes sont absents chez P. falciparum. De plus, elle joue un role dans les
cellules neuronales dopaminoceptives dans le cerveau (Ahn, 2007), role qu’elle ne peut
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jouer chez Plasmodium. Cette sous-unité permet également d’inhiber la voie de
signalisation WNT. Pourtant, cette voie n’est pas décrite chez Plasmodium. Il est
intéressant de noter également que Toxoplasma gondii, Neospora caninum et Emeria
tenella, appartenant également au phylum des Apicomplexa, possedent tous une sous-
unité B56 (sous-unité B’) qui est annotée comme telle dans leur génome et qui présente
plus de 50% d’identité avec leur orthologue humain. L’alignement de ces séquences sur le
génome de Plasmodium ne permet pas d’identifier un orthologue. Il semble donc que la
régulation de PfPP2A emploie des protéines spécifiques a ce parasite ou du moins
différentes de celles impliquées chez d’autres eucaryotes et méme chez d’autres
apicomplexes.
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Figure 47 : lllustration de la régulation de PP2A. Les protéines qui ont été identifiées in silico chez P.
falciparum sont illustrées par une étoile rouge.

L’identification d’une seule sous-unité A et d’une seule sous-unité de type B
suggére que le nombre d’holoenzymes classiques est faible, voire méme qu’une seule
holoenzyme trimérique existe chez le parasite. Plusieurs suppositions expliquant cette
structure peuvent étre avancées. D’abord la faible complexité de ’organisme. En effet,
Plasmodium est un organisme unicellulaire. Or, la levure qui est également unicellulaire,
ne posséde que deux sous-unités régulatrices : CDC55, orthologue des sous-unités B, et
RTS1, orthologue des sous-unités B’ (Zhao, 1997 ; Gentry, 2002). Une seconde hypothése
découle du role des sous-unités régulatrices de type B. En effet, celles-ci servent a réguler
Uactivité de PP2A, sa spécificité de substrat mais aussi sa localisation (pour revue
(Janssens, 2001 ; Virshup, 2009 ; Slupe, 2011)). La localisation de la protéine PfPP2A est
certainement plus simple a réguler dans un organisme unicellulaire et nécessiterait moins
de partenaires. Il est possible que les autres partenaires de PP2A que nous avons
identifiés, c’est-a-dire les inhibiteurs 1 et 2, Pfa4 et PfPTPA soient suffisants pour réguler
Uactivité de PP2A chez le parasite. Enfin, on ne peut exclure une régulation de la PP2A
spécifique au parasite.

Il est possible en effet, qu’il n’y ait pas qu’un seul hétérotrimére qui puisse étre
formé. La PfPP2A purifiée a partir d’extraits parasitaires par Dobson et al. appartenait a

145



Discussion et perspectives

un trimeére contenant trois polypeptides ayant des masses moléculaires de respectivement
35, 53 et 57 kDa (Dobson, 1999). La sous-unité catalytique identifiée par Dobson et al. a
une masse moléculaire de 35,7kDa. Or, les sous-unités A et B que nous avons identifiées
ont des masses moléculaires de respectivement 102 et 113kDa ce qui est loin des 53 et
57kDa des protéines présentes dans le trimére. La masse moléculaire de la sous-unité A de
P. falciparum est supérieure a celle des sous-unités A d’autres organismes (environ 65
kDa). On peut envisager que les protéines aient été mal annotées dans le génome ou
encore que les complexes précipités par Dobson et al. soient des complexes non classiques
contenant d’autres protéines. Il serait intéressant d’étudier les sous-unités A et B
identifiées dans la banque de données PlasmoDB et de déterminer leur(s) role(s) dans la
régulation de PfPP2A, mais également d’étudier la composition des triméres présents in
vivo dans le parasite.

2. Identification de protéines impliquées dans la régulation de 'activité de
PP2A chez Plasmodium

En ce qui concerne les protéines régulatrices de PfPP2A, et de facon surprenante,
bien qu’il existe un orthologue de LCMT1 dans le génome de P. falciparum, enzyme qui
méthyle PP2A, aucun orthologue de la déméthylase PME-1 n’a été identifié dans notre
étude (Figure 47). Or, chez Toxoplasma gondii, Neospora caninum et Eimeria tenella,
trois autres apicomplexes, il existe une PME-1. L’alignement de ces séquences sur la base
de données PlasmoDB ne permet pas d’identifier un orthologue de cette protéine chez les
différentes especes de Plasmodium recensées dans cette base de données. Il semblerait
donc que si PfPP2A est régulée par méthylation, les mécanismes impliqués soient, une fois
encore, différents de ceux impliqués chez les autres eucaryotes mais également chez
d’autres apicomplexes.

Notre analyse a permis d’identifier des orthologues des inhibiteurs 1 et 2, de la
protéine a4 mais aussi de PTPA (Figure 47). Cependant, aucune protéine régulatrice
impliquée dans la régulation du cycle cellulaire n’a été identifiée. L’absence de ces
régulateurs impliqués dans le cycle cellulaire tel qu’ENSA, ARPP19 et TIPRL chez P.
falciparum peut étre expliquée par un cycle cellulaire différent avec une régulation
spécifique aux apicomplexes. En effet, bien que P. falciparum soit un eucaryote, son
cycle cellulaire est trés différent de celui décrit dans Uintroduction. Dans leur revue,
Doerig et al. décrivent le cycle cellulaire de Plasmodium comme suit : une phase qui
s’apparente a la phase G1 qui se déroule au stade anneau et en début de stade
trophozoite et des phases successives de synthese d’ADN et de mitose observées tout au
long des stades trophozoites et schizontes (Figure 48). Les mérozoites libérés seraient en
phase G1 (Figure 48). La phase G2 semble absente. Les phases de mitoses correspondent a
des endomitoses, c’est-a-dire des mitoses sans perte de l’enveloppe nucléaire, non suivies
de cytokinese. Les divisions des différents noyaux se font de facon asynchrone ce qui
conduit a la formation de schizontes contenant 8 a 32 nuclei (Read, 1993). La derniere
mitose est, elle, synchrone et coincide avec |’assemblage des cellules filles par
bourgeonnement (pour revue (Francia, 2014)). Il faut préciser que Uanalyse du
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transcriptome de P. falciparum au cours de la phase érythrocytaire de son cycle ne
permet pas d’identifier de transitions entre les différentes phases du cycle cellulaire du
parasite. En effet, le phaseograme du cycle érythrocytaire établi par Bozdech et al.
montre une cascade d’expression continue sans limites claires ni transitions nettes
(Bozdech, 2003) contrairement a ceux de ’homme ou de la levure qui identifient
clairement les phases et les transitions (Spellman, 1998 ; Whitfield, 2002). Cependant,
Uexpression de genes impliqués dans certains mécanismes tels que la machinerie de la
réplication de UADN, ou la synthese de nucléotides confirme la succession des phases
établies ci-dessus. L’absence de transitions nettes dans le cycle cellulaire de Plasmodium
est confirmée par ’absence de points de contrdle (pour revue (Doerig, 2000)), nécessaires
et indispensables au bon déroulement du cycle cellulaire chez de nombreux eucaryotes
(Hartwell, 1989). Pourtant, comme nous l’avons décrit dans U’introduction, Plasmodium
possede un certain nombre de cyclines et de CDKs fonctionnelles. Pourtant, bien que
Doerig et al. montrent que la tyrosine 15 de la CDK1 humaine est conservée parmi les
CDKs du parasite (Doerig, 2004), I’analyse du phosphoprotéome ne permet pas d’identifier
cette tyrosine comme site de phosphorylation, suggérant une régulation de ces protéines
par des enzymes spécifiques du parasite. Ceci pourrait expliquer l’absence dans le
génome de Plasmodium d’un certain nombre de molécules impliquées dans le cycle
cellulaire, notamment la régulation de la phosphorylation des CDKs, et régulées par PP2A
chez les eucaryotes tels que WEE1, MYT1, CDC25 (pour revue (Doerig, 2004)). On peut
également citer ’absence de CDC45, régulée par PP2A chez les eucaryotes, qui est
impliquée dans le complexe pré-réplicatif de I’ADN. Les particularités du cycle cellulaire
de Plasmodium pourraient donc expliquer |’absence de certains régulateurs de PP2A.

Anneau Trophozoite

Figure 48 : Schématisation du cycle cellulaire lors de la phase érythrocytaire du cycle de Plasmodium
falciparum selon Doerig et al. (Doerig, 2000). La succession des différentes phases identifiées chez les
eucaryotes est mise en corrélation avec les différents stades parasitaires.
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Il. Etudes des inhibiteurs 1 et 2 de PfPP2A

1. L’inhibiteur 1 de PP2A en est-il vraiment un ?

Notre étude in silico nous a permis d’identifier un orthologue putatif de
l’inhibiteur 1 de PP2A chez Plasmodium falciparum (Pfl1""**). Cependant, les études que
nous avons menées ne nous ont pas permis de vérifier que cette protéine est
effectivement un orthologue de Uinhibiteur humain. En effet, la protéine 117%* des
mammiferes inhibe "activité de PP2A, mais est également capable de se lier et d’activer
la PP1 (Li, 1995 ; Katayose, 2000). Le modele de double hybride en levure utilisé lors de
nos études préliminaires n’a pas permis de montrer une interaction de Pfl1""** avec
PfPP2A. D’autre part, nous avons montré que Pfl1""* recombinante n’est pas capable
d’interagir avec PfPP1 in vitro. Les études sur cette protéine n’ont pas été menées plus
avant, car les résultats prometteurs obtenus en paralléle sur l’étude de PfPTPA nous ont
incités a nous focaliser sur cette protéine. Il serait néanmoins intéressant de vérifier dans
un autre modéle U'interaction entre PfI1”"** et PfPP2A mais aussi avec PfPP1, notamment
dans le modele d’ovocyte de xénope que nous utilisons couramment dans le laboratoire ou
in vitro en utilisant la PP2A humaine. Si Pfl1°"* interagit avec PfPP2A, il serait également
intéressant de poursuivre les études sur le role de cette protéine dans ’activité de
PfPP2A.

2. PfI2""?* : interacteur de PfPP2A et PfPP1

En ce qui concerne ’orthologue d’I2""*, nous avons montré une interaction de
Pf12°"?* avec PfPP2A dans le modéle du double hybride en levure. Ainsi, le réle inhibiteur
de PfI2"* sur PfPP2A observé par Dobson et al. est certainement lié a l'interaction
directe entre les deux protéines (Dobson, 2003). Par contre, bien que nous ayons montré
une interaction entre Pfl2""** et PfPP2A, nous n’avons pu confirmer les effets de cet
inhibiteur in vivo dans un modele hétérologue, 'ovocyte de xénope. Il aurait été
intéressant de vérifier si cette absence d’effet est a mettre en lien avec une absence
d’interaction entre PfI2""?* et XePP2A. Il faut néanmoins préciser que ’étude en ovocyte
n’est peut-étre pas le meilleur outil pour vérifier ’inhibition de PP2A. En effet, Swain et
al. montrent qu’en ovocyte de souris, le blocage de PP2A par des anticorps anti-PP2A ne
permet pas de déclencher la GVBD (Swain, 2003). Néanmoins, cette étude n’est peut-étre
pas généralisable a tous les ovocytes car dans cette étude, ils montrent également que
Uinhibition de PP1 par Uinhibiteur 2 de PP1 ne permet pas de déclencher la GVBD. Or,
notre laboratoire a déja prouvé que linhibition de PP1 en ovocyte de xénope par un
sérum anti-PP1, Uinhibiteur 2 de P. falciparum ou encore PfLRR1 induit la GVBD des
ovocytes (Daher, 2006 ; Freville, 2013). L’inhibition de PP2A dans les ovocytes (xénope,
souris ...) est généralement réalisée par ’acide okadaique (Karaiskou, 1999 ; Lu, 2002 ;
Mailhes, 2003 ; Wu, 2007 ; Toranzo, 2011), et aucun exemple d’activation de la GVBD par
une protéine inhibitrice de PP2A n’a été décrit. L’effet de PfI2""* sur la régulation de
'activité de PP2A pourra étre vérifié in vitro sur la protéine humaine.
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Concernant le rdle potentiel de 127"* sur PP1, nous avons montré que les deux
protéines parasitaires interagissaient dans le modele du double hybride en levure. Cette
interaction pourra étre vérifiée in vitro mais également in vivo en ovocyte de xénope par
des expériences de co-immunoprécipitation. L’interaction observée entre Pfl2""* et
PfPP1, nous a amenés a étudier une potentielle régulation de PfPP1 par cet inhibiteur. Le
test d’activité phosphatase pNPP est utilisé couramment dans le laboratoire pour étudier
le role des régulateurs de PfPP1. Dans ce systeme, nous avons donc testé différentes
concentrations de Pfl2"* et observé la régulation de l’activité de PfPP1 vis-a-vis du
substrat pNPP. Lors d’une étude préliminaire, nous observons que [’ajout de
concentration de PfI2"* entre 1 et 500nM augmente l’activité de PfPP1 tandis que des
concentrations supérieures inhibent son activité. Dobson et al. ont montré que ’ajout de
8 et 160 nM de PfI2"™* ne modifiait pas l’activité de PfPP1 (Dobson, 2003). Mais il est
important de noter que le substrat utilisé alors était [’histone marqué au *?P et non le
pNPP. Katayose et al. ont montré eux, que 0 a 30nM de 12°"** humaine ou bovine
augmentait ’activité de PP1 jusqu’a 550% et que des concentrations plus élevées de 2772
maintenait une activité de PP1 a 550% (Katayose, 2000). Cependant, la concentration
maximale de 127" utilisée dans ce test est de 150nM et encore une fois le substrat n’était
pas le pNPP mais la MBP (myelin basic protein) marquée au **P. De plus, il s’agit de
protéine mammifére et non parasitaire. Enfin, nous pouvons nous demander si les
concentrations de PfI2"" que nous avons utilisées peuvent étre considérées car la
relevance physiologique n’existe surement pas. Afin de vérifier ’hypothése selon laquelle
Pf127"** régule I’activité de PP1 comme ses orthologues mammiféres, des études pourront
étre envisagées en utilisant un autre substrat notamment le K-R-pT-I-R-R. Le modele de
’ovocyte de xénope pourra également étre utilisé dans ce but. Nous pouvons d’ores et
déja affirmer que PfI2""?* n’est pas un inhibiteur de PP1 dans le modéle des ovocytes de
xénope. En effet, comme nous ’avons expliqué plus haut, ’inhibition de PP1 déclenche la
GVBD. Or dans nos expériences, la GVBD n’a jamais été observée suite a la micro-
injection de PfI2""*A, Si les interactions sont confirmées, le role activateur de PfI2""* in
vivo pourra étre envisagé a la fois sur PP2A mais aussi sur PP1. En effet, la technique
utilisée pour étudier 'effet activateur de PfPTPA est transposable dans ce cas. Ainsi,
’effet de Pf127"* sur la GVBD induite par la progestérone ou |’acide okadaique pourra étre
étudié.

L’analyse de la séquence de Pfl2"* a révélé la présence de trois motifs RVxF
(KITF, KHVTF et RIKW) dont deux sont spécifiques au parasite (KHVTF et RIKW).
L’implication de ces motifs dans l’interaction entre PfI2""* et PP1 n’a pas été étudiée. On
pourra envisager de mesurer ’implication de ces motifs dans l'interaction mais aussi dans
la régulation de son activité vis-a-vis de PP1 grace a [’utilisation de protéines mutées dans
les différents motifs RVxF. De plus, des peptides dérivés de ces motifs permettraient
d’étudier ’implication de ces derniers dans U'interaction avec PP1, comme nous l’avons
fait pour PfPTPA, et d’étudier le role de cette interaction in vivo chez le parasite.

Ainsi, nos études préliminaires sur ces deux inhibiteurs de PP2A ouvrent des
perspectives d’études intéressantes sur la régulation de PP2A mais également sur la
régulation de PP1 chez le parasite.
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lll.  PfPTPA : un régulateur de PP2A

Les études sur PfPTPA ont été faites en paralléle aux études sur Pfl17"2A) PfI27P2A,
Les premiers résultats nous ont amenés a recentrer notre travail sur l’étude fonctionnelle
de PfPTPA dans la régulation de PP2A chez le parasite.

1. PfPTPA : un interacteur de PP2A

Il nous a semblé primordial d’étudier dans un premier temps la localisation des
deux partenaires chez le parasite. En effet, si nos études ultérieures montraient un effet
de PfPTPA dans la régulation de PfPP2A in vitro ou dans certains modeles, rien ne nous
indiquerait que cela soit relevant in vivo. L’exemple le plus frappant chez P. falciparum
est U’identification de la protéine FKBP35 qui inhibe la calcineurine (ou PP2B) in vitro,
mais qui n’est jamais co-localisée avec celle-ci tout au long du cycle érythrocytaire
(Kumar, 2005). Ainsi, nous avons étudié la localisation de PfPTPA et PfPP2A in vivo chez le
parasite en utilisant un vecteur qui permet U’expression des protéines parasitaires
fusionnées a la GFP. Ces expériences nous ont permis de montrer que PfPTPA était
nucléo-cytoplasmique tout au long du cycle érythrocytaire tandis que PfPP2A est nucléo-
cytoplasmique au stade anneau et au stade schizonte mais exclusivement nucléaire au
stade trophozoite. Ainsi, les deux protéines sont présentes dans les mémes compartiments
cellulaires ce qui indique qu’elles peuvent potentiellement interagir in vivo. La
localisation exclusivement nucléaire de PfPP2A au stade trophozoite peut s’expliquer par
le fait que le parasite est alors en phase de synthése d’ADN. Or, PP2A est impliquée dans
la réplication de UADN (Lin, 1998 ; Chou, 2002). La localisation de PfPTPA dans le
cytoplasme au stade trophozoite, en absence de PfPP2A peut indiquer que PfPP2A n’est
pas la seule protéine avec laquelle elle interagit et qu’elle est peut-étre impliquée dans
d’autres voies de régulation. En effet, comme nous ’avons vu, PfPTPA est capable
d’interagir avec PP1, mais nous y reviendrons plus longuement dans la suite de cette
discussion. Nous pouvons également citer PP4 et PP6. En effet, PTPA est capable
d’interagir avec ces deux protéines chez la levure (Mitchell, 2001 ; Van Hoof, 2005). Il a
méme été décrit que U'un des deux orthologues de PTPA chez la levure (YPA1)
interagissait préférentiellement avec PP4 et PPé plutot qu’avec PP2A (Van Hoof, 2005).
De plus, chez la levure Uorthologue YPA1 de PTPA est capable d’activer 'un des
orthologues de PP2A (PPH21), PP4 (PPH3) et PP6 (SIT4) (Fellner, 2003 ; Van Hoof, 2005).
Or, comme nous l’avons vu précédemment, nous avons identifié deux autres protéines
appartenant potentiellement au groupe de phosphatases PP2A/PP4/PP6 dans le génome
de Plasmodium falciparum. L’étude de Uinteraction et de la régulation de U’activité de
ces deux phosphatases par PfPTPA serait intéressante a mener.

Avant d’étudier une potentielle régulation de PfPP2A par PfPTPA, nous avons tout
d’abord vérifié que les deux protéines étaient capables d’interagir. Diverses approches
ont été utilisées. La premiére a été la détection du complexe in vivo chez le parasite.
Pour ce faire nous avons tenté de produire des sérums anti-PfPTPA et anti-PfPP2A. Quel
que soit le protocole utilisé, aucun de nos anti-sérums n’a permis reconnaitre la protéine
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parasitaire qu’elle soit sous forme native ou fusionnée a la GFP, bien qu’ils reconnaissent
la protéine immunisante. L’identité de séquence (54,2% pour PfPP2A et 32,3% pour
PfPTPA) n’est pas suffisante pour envisager que les souris et les rats immunisés ne
puissent produire des anticorps contre ces deux protéines. La faible représentativité de la
protéine dans le parasite pourrait étre responsable du fait que la protéine native ne puisse
étre détectée. Il faudrait, pour pallier a cela, concentrer les protéines. Il serait en effet
possible de concentrer PfPP2A en utilisant une colonne de microcystine-LR sur laquelle les
protéines PfPP2A, entre autres, présentes dans un extrait protéique parasitaire se
fixeraient. On peut également envisager d’extraire les protéines de culture de parasites
synchronisés a différent stades. En effet, ces deux protéines sont majoritairement
exprimées au stade trophozoite agé (Cf. Figure 2 de U'article). Or, les extraits parasitaires
que nous avons testés contenaient plus de 90% de formes tardives. Nous pouvons envisager
d’extraire les protéines de parasites au stade trophozoite agé. Cependant, un résultat est
tres surprenant. En effet, les anti-sérums ne sont pas capables de détecter des protéines
PfPTPA ou PfPP2A dans des extraits protéiques de Plasmodium falciparum exprimant les
protéines fusionnées a la GFP. Cette protéine est sous la dépendance d’un promoteur fort
et est donc surexprimée tout au long du cycle érythrocytaire et la faible représentativité
ne pourrait donc pas étre mise en cause. Les anti-sérums que nous avons produits
contiennent des anticorps polyclonaux anti-PfPTPA ou anti-PfPP2A. Méme si certaines
séquences ne sont pas accessibles a cause de la GFP, certains épitopes de la protéine
devraient étre reconnus. Quoi qu’il en soit, notre incapacité a produire des anticorps
dirigés contre PfPTPA et PfPP2A ne nous permettait pas d’envisager d’étudier la formation
des complexes in vivo par co-immunoprécipitation.

De ce fait, une seconde approche a été mise en place, le double hybride en levure
que nous avions déja utilisé pour les deux inhibiteurs de PP2A. Cependant, comme pour
Uinhibiteur 1, ce modéle n’était pas adapté. Nous avons donc tenté d’étudier
Uinteraction de PfPTPA et PfPP2A in vitro. Pour ce faire, nous avons essayé de produire
les deux protéines de facon recombinante. La protéine PfPTPA a donc été produite de
facon recombinante et nous avons montré qu’elle était active. Par contre, nous n’avons
pas pu produire la protéine PfPP2A de facon recombinante. En effet, la protéine
recombinante n’était que rarement soluble et jamais active. De fait, il semblerait que
Uexpression de PP2A soit extrémement régulée, empéchant la surexpression de la
protéine (Baharians, 1998). Les essais d’expression de la PP2A de facon recombinante
n’ont que rarement était couronnés de succes et les protéines produites se sont révélées
inactives (Green, 1987 ; Chung, 1999). Des essais de production ont été réalisés dans un
modele de levure (Pichia pastoris). Ce modele permet de produire une protéine PP2A
active mais avec un tres faible rendement (100ug par litre de culture) (Swiatek, 2000).
Nous avons donc pallié a Uimpossibilité de produire la protéine PfPP2A de facon
recombinante en utilisant les ARNm de PfPP2A dans un modele d’ovocyte de xénope. En
effet, notre laboratoire avait déja montré que l'ovocyte de xénope est capable de
traduire des ARNm de P. falciparum (Daher, 2006). Nous avons ainsi pu montrer une
interaction entre les deux protéines parasitaires mais ce modéle ne nous permet pas de
dire si interaction est directe ou non. Dans le but de vérifier que U'interaction entre les
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deux protéines PfPTPA et PP2A est directe, nous avons fait des tests d’interaction in vitro
de type ELISA en utilisant la protéine PP2A humaine commercialisée (Cayman).
L’utilisation de la protéine humaine était appuyée par le fait que la séquence de la
protéine PP2A est conservée entre ’homme et le parasite (54% d’identité). De fait, la
protéine PfPTPA est effectivement capable d’interagir directement avec |’orthologue
humain de PfPP2A. Ceci montre que la protéine PTPA du parasite peut, comme ses
orthologues humain et de la levure, interagir avec PP2A (Van Hoof, 2005 ; Guo, 2014).

L’interaction de PfPTPA avec la PP2A humaine nous a permis d’envisager que les
résidus impliqués dans U'interaction puissent étre les mémes. De plus, cing des six résidus
connus pour étre impliqués dans l’interaction entre PTPA et PP2A chez I’homme sont
conservés chez le parasite corroborant notre hypotheése (Chao, 2006). Ainsi, divers
mutants contenant une simple mutation sur 'un de ces acides aminés (E272A, V283A,
G292A, M296A et K304) ont été produits ainsi qu’un mutant contenant les cing mutations
simultanément (5mut). Ces mutants ont permis de montrer, in vivo en ovocyte de xénope,
Uimplication des résidus V283, G292 et M296 dans linteraction PfPTPA/PfPP2A. Au
contraire, les résidus E272 et K304 ne semblent pas étre impliqués dans cette interaction
(Tableau 11). Ces données sont intéressantes et soulignent des différences entre ’homme
et Plasmodium. En effet, chez ’lhomme, au contraire du parasite, le résidu E270 (qui
correspond au résidu E272 de la séquence de P. falciparum) est, avec les résidus G290 et
M294 (respectivement G292 et M296 chez le parasite), indispensable a ’interaction entre
les deux protéines (Chao, 2006) (Tableau 11). Les protéines présentant une mutation au
niveau du résidu V281 ou K302 présentent, elles, toujours une interaction résiduelle avec
PP2A (Chao, 2006) (Tableau 11). Le résidu V283 (V281 chez I’homme) est donc plus
impliqué chez le parasite que chez ’homme. Ceci peut s’expliquer par la plus grande
accessibilité de ce résidu. En effet, la cristallographie de PP2A humaine montre que le
résidu V281 est présent dans une petite poche (Cf. figure 1 de Uarticle). Or, la
modélisation de la protéine parasitaire montre que ce résidu est exposé et forme une
proéminence. Néanmoins, il ne s’agit que d’une modélisation. Cela est donc sujet a
correction si la protéine est cristallisée plus tard. Cette différence d’accessibilité ne peut
expliquer la différence d’implication du résidu E270. Mais ’absence du résidu V209 chez
le parasite, qui est chez I’homme juxtaposé au résidu E270, pourrait impliquer une
surface d’interaction différente entre la protéine humaine et la protéine parasitaire. Les
résultats obtenus avec la protéine contenant les cing mutations, semblent indiquer
qu’aucun autre résidu n’est impliqué dans Uinteraction avec PP2A. Cependant,
Uintroduction des cing mutations simultanément a peut-étre complétement modifié la
structure de la protéine ce qui pourrait expliquer ces résultats.
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Tableau 11 : Comparaison entre I’homme et Plasmodium falciparum de l'implication des résidus de PTPA
dans linteraction avec PP2A. Les positions des résidus sont notées dans l’ordre homme/Plasmodium.
L’implication des résidus est symbolisée par des +/-, +++ symbolisant une forte implication, + une faible
interaction et - une absence d’implication. La conservation du résidu entre ’homme et le parasite est
commentée dans la colonne conservation.

" . Interaction |
Résidu Conservation - 1
Homme Plasmodium |
V209 . Non . - '
E270/272 Oui e+t -
V281/283 Oui ++ e+
G290/292 Oui o o
M294/296 Oui +4++ 4
K302/304 Oui + -

Il est important de noter ici qu’une nouvelle étude sur PTPA a été publiée en 2013,
dans laquelle PTPA a été co-cristalisée avec PP2A et une molécule d’ATPYS (Guo, 2014).
Dans cette étude, Guo et al. identifient des résidus impliqués dans l’interaction entre
PTPA et PP2A sur les deux protéines, notamment, les résidus aspartate en position 213 et
214 (D213 et D214), la valine en position 209 (V209), le tryptophane en position 210
(W210) et la phénylalanine en position 100 (F100) (Figure 49).

Figure 49 : Visualisation des résidus de PTPA humaine impliqués dans l’interaction avec PP2A d’apreés
I’étude de Guo et al. (Guo, 2014). Les résidus identifiés par Guo et al. sont visualisés sur la structure de la
PTPA humaine (2IXM). Le résidu F100 est coloré en orange, V209 en rouge, W210 en vert, D213 en rose et
enfin D214 en bleu.

Ces auteurs estiment que les résidus identifiés par Chao et al. (Chao, 2006) sont
localisés prés mais pas a Uinterface entre les deux protéines. Ils expliquent également
que les effets sur la fixation et l'activité de PTPA des mutations en position V281 et M294
sont certainement liés a une modification de la conformation protéique. En effet, dans
leur étude la mutation de la valine en position 281 par une alanine (V281A) n’altére pas
Uinteraction entre PTPA et PP2A tandis que la mutation en acide aspartique (V281D)
empéche 'interaction des deux protéines. De méme la mutation du résidu méthionine en
position 294 en acide aspartique inhibe l’interaction, tandis que la mutation en lysine
n’empéche pas ’interaction (Tableau 12).
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Tableau 12 : Comparaison du réle des mutations des résidus V281 et M294 sur ’interaction PTPA/PP2A.
Les positions des résidus sont notées dans l’ordre homme/Plasmodium. L’interaction des mutants est
symbolisée par des +/-, +++ symbolisant une forte interaction, + une interaction visible et - une absence
d’interaction.

] Interaction |
Résidu Mutation Homme (Chao Homme (Guo et ]
Plasmodium
V281/283 A
D +
D
M294/296
L +++

En dépit du fait qu’ils ne vérifient pas les autres résidus identifiés par Chao et al.
leur étude est contradictoire avec la notre car les mutations en alanine des résidus valine
en position 283 et méthionine en position 296 de la PTPA de P. falciparum diminuent voire
abolissent l'interaction avec PP2A contrairement a ce qui est observé chez !’homme
(Tableau 12). Néanmoins, il ne faut pas oublier que l'on parle de deux organismes
différents. Il est également envisageable que les mutations que nous avons faites
modifient la structure de la protéine et que les effets que nous avons observés soient
causés par une modification de la structure de la protéine. La mutation des acides aminés
en d’autres résidus que ’alanine pourrait nous permettre d’éclaircir ce point. De méme,
une étude plus approfondie et éclairée des structures protéiques pourrait nous renseigner
si effectivement nos mutations modifient la structure de la protéine. En effet, les
modélisations des protéines PfPTPA mutées qui ont été faites ne permettent pas
d’observer de différence. Mais il ne s’agit que d’une modélisation et le modele de
référence étant toujours le méme, on ne peut avoir aucune certitude. Afin d’évaluer si
d’autres résidus sont impliqués, des études de mutagénese sur les résidus identifiés par
Guo et al. pourraient étre envisagées.

2. Role de PfPTPA sur U’activité de PP2A

Apres avoir vérifié que PfPTPA était capable d’interagir avec PfPP2A, nous avons
étudié Ueffet de PfPTPA dans la régulation de ’activité de PP2A in vitro. Nos expériences
ont montré que PfPTPA augmente ’activité de la PP2A humaine vis-a-vis du substrat pNPP
(Cf. article). Cependant, PfPTPA ne semble pas réguler 'activité de PP2A vis-a-vis d’un
substrat contenant une thréonine phosphorylée. Ce résultat est intéressant et confirme
les résultats publiés par Cayla et al. (Cayla, 1990). Le role de PTPA dans la régulation de
PP2A est encore controversé. En effet, bien que la littérature soit unanime sur
’augmentation de U'activité tyrosine de PP2A en présence de PTPA in vitro (Cayla, 1990 ;
Cayla, 1994 ; Van Hoof, 1994 ; Janssens, 1998 ; Van Hoof, 1998 ; Chao, 2006), il
semblerait qu’in vivo chez la levure, la perte des deux génes codant pour PTPA (rrd1 et
rrd2) augmente de facon importante l'activité tyrosine phosphatase (Fellner, 2003). De
méme, il semblerait que ’isoforme YPA2 ne soit pas capable d’induire ’activité tyrosine
phosphatase de PP2A (Van Hoof, 1998). Le role de PTPA sur la régulation de l'activité
sérine/thréonine phosphatase de PP2A est également tres controversé. En effet, il a été
décrit que PTPA a soit un effet inhibiteur vis-a-vis de U’activité sérine/thréonine
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phosphatase de PP2A (Chao, 2006), soit un effet activateur (Fellner, 2003 ; Longin, 2004),
soit encore un réle neutre (Cayla, 1990). Nos résultats tendent a confirmer [’absence de
régulation de U’activité sérine/thréonine phosphatase de PP2A par PTPA. Mais il ne faut
pas oublier que nous travaillons avec deux protéines issues de deux organismes différents
(PfPTPA et PP2A humaine) et que ’on ne peut exclure que PfPTPA puisse réguler l’activité
sérine/thréonine phosphatase de PfPP2A. Nous pourrions envisager ’utilisation d’autres
substrats comme la phosphorylase a ou ’histone H1 afin de confirmer l’absence d’effet
régulateur de PfPTPA vis-a-vis d’un substrat sérine/thréonine phosphatase. De méme,
bien que nos résultats confirment Ueffet activateur de PfPTPA vis-a-vis de l’activité
tyrosine phosphatase de PP2A observé dans d’autres organismes, on ne peut étre certain
que PfPTPA augmente l’activité tyrosine phosphatase de PP2A chez le parasite.

De la méme facon, ’absence d’activité ATPasique du complexe PP2A/PfPTPA peut
étre expliquée par le méme raisonnement. En effet, il est fait état dans la littérature que
PTPA augmente l'activité ATPasique de PP2A (Van Hoof, 1994 ; Chao, 2006 ; Guo, 2014).
Or, nos expériences n’ont pas permis de mettre en évidence une activité ATPasique. Nous
ne pouvons pas étre shrs que les deux protéines parasitaires puissent ensemble présenter
une activité ATPasique. Si ces résultats sont confirmés sur la protéine PP2A de
Plasmodium, on pourra envisager un mécanisme de régulation de PP2A par PTPA
spécifique du parasite. Dans les deux cas, la production d’une protéine PfPP2A
recombinante active permettrait de répondre a de nombreuses questions.

Nos études sur les mutants PfPTPA montrent qu’a de faibles concentrations toutes
les mutations empéchent ’activité de PfPTPA. A de plus fortes concentrations, la protéine
contenant les cing mutations reste incapable d’activer PP2A et montre donc une abolition
compléte de Uactivité de PfPTPA, certainement liée a une perte totale d’interaction. Le
mutant G292A montre lui aussi une perte totale d’activation de la PP2A humaine.
L’interaction résiduelle qui existe entre PfPTPA et PfPP2A en ovocyte de xénope semble
montrer que ce résidu est essentiel pour l’interaction mais aussi pour l’activité de la
protéine. Au contraire, Uinteraction résiduelle entre PfPP2A et les mutants PfPTPA V283A
et M296A est suffisante pour permettre l’activation de PP2A méme si celle-ci est faible.
Le résidu E272 semble important pour U'activité de PfPTPA. En effet, nous avons vu
précédemment que PfPTPA muté au niveau du résidu E272 était toujours capable
d’interagir avec PfPP2A. Or, cette protéine ne permet qu’une faible activation de PP2A.
Par contre, le résidu K304 est moins impliqué, ce qui confirme les données publiées par
Chao et al. (Chao, 2006).

Ainsi, Uidentification de résidus impliqués dans U’activité de PfPTPA, et
notamment dans la régulation de PP2A, montre encore une fois certaines différences
entre la protéine parasitaire et la protéine humaine. Certes, les mutations peuvent
modifier la structure de la protéine entrainant une modification de |’interaction et donc
une modulation de son activité. Cependant, on a pu observer qu’il y a avait des
différences entre les résultats obtenus lors des études de U’interaction et ceux obtenus
lors des études de ’activité. En effet, le résidu E272 qui, contrairement au résidu E270
chez ’homme, n’est que peu impliqué dans l’interaction semble jouer un role important
dans 'activité de la protéine.
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3. Role de PfPTPA et PfPP2A dans le cycle parasitaire

Afin d’étudier le role de PfPTPA et de PfPP2A chez le parasite, nous avons tenté
d’interrompre ces deux genes chez P. falciparum. Malheureusement, bien que [’on
observe une intégration dans le génome, celle-ci semble transitoire et ne permet pas
d’étudier le phénotype des parasites dont les genes sont interrompus. Il semble donc que
ces deux genes soient essentiels a la survie du parasite et a la complétion de son cycle
cellulaire. Ces résultats sont cohérents avec ceux précédemment obtenus chez la souris et
la levure. En effet, U'interruption des deux génes codant pour PP2A chez la levure (ppat
et ppa2) est létale alors que la simple interruption (ppa? ou ppa2) est viable suggérant
une redondance des deux genes (Kinoshita, 1990). De méme chez la souris, les embryons
homozygotes PP2Aca -/- ne sont pas viables (Gotz, 1998). De la méme facon, la double
délétion rrd1/rrd2 chez la levure (génes codant pour YPA1 et YPA2 respectivement, les
deux isoformes de l’orthologue de PTPA chez S. cerevisae) est létale dans des conditions
standard de croissance (Rempola, 2000 ; Van Hoof, 2000), tandis que la simple délétion
(rrd1 ou rrd2) conduit a des phénotypes différents suggérant que les deux genes ont des
fonctions différentes (Rempola, 2000).

Si dans leur ensemble, nos observations tendent a montrer que chacun des genes
codant PP2A et PTPA est essentiel au parasite, il est a noter que nous avons détecté de
facon transitoire des parasites ayant intégré les constructions permettant l’interruption
des génes. Ce résultat pourrait indiquer que Uessentialité est dépendante du stade
parasitaire. On peut envisager que dans les parasites dont le géne pfpp2a est interrompu,
les deux autres protéines de la famille de phosphatases PP2A/PP4/PP6 puissent prendre le
relai ce qui expliquerait la survie de parasites ayant intégrés la construction. En effet,
chez la levure S. cerevisiae, PPH3 (PP4) semble avoir une activité complémentaire de
celle de PP2A (Ronne, 1991). Cependant, comme nous ne pouvons obtenir de clone viable,
nous ne pouvons pas vérifier si 'une ou l'autre des phosphatases de ce groupe est
surexprimée chez P. falciparum et prend le relai jusqu’a un certain stade. Les deux génes
semblant essentiels a partir d’un certain stade, nous avons donc voulu étudier plus
précisément le role de ces protéines aux différents stades du parasite. Néanmoins,
’absence de systéme d’interruption conditionnelle de gene dans cet organisme ne nous
permettait pas d’étudier le stade dans lequel ces protéines étaient essentielles. En effet,
plusieurs outils permettant LUinterruption de géne chez P. falciparum existent,
notamment le vecteur pCAM que nous avons utilisé pour interrompre les génes pfpp2a et
pfptpa (Crabb, 2004). Ces outils ne permettent pas de connaitre le réle d’un gene si celui-
ci est essentiel. Plusieurs technologies ont été mises au point pour étudier le role des
genes essentiels chez P. falciparum et ciblent différents niveaux de régulation. Le
premier niveau de régulation concerne ’expression génique. Un systéeme de régulation de
’expression génique par des régulateurs transcriptionnels régulés par la tétracycline a été
mis en place chez P. falciparum par Meissner et al. (Meissner, 2005) (Figure 50). Ce
systeme permet de réguler ’expression génique en utilisant ’anhydro-tétracycline qui
inhibe le promoteur d’un transgeéne lorsqu’elle est ajoutée. Mais leur méthode, bien
qu’elle permette de réprimer U’expression d’un transgéne, ne permet pas de réprimer
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Uexpression d’un géne endogene. Le deuxieme niveau de régulation cible les ARNm. Il est
a noter que la régulation par ARN interférence ne semble pas applicable chez Plasmodium
en raison de ’absence d’une machinerie compléte (Baum, 2009). Cependant, il existerait
une voie non canonique (Schwentke, 2012) qui permettrait d’expliquer le succes de
certaines expériences (Kumar, 2002 ; Malhotra, 2002 ; McRobert, 2002 ; Gissot, 2004). Le
dernier niveau de régulation cible la synthése protéique. En effet, une méthode
permettant de réguler le taux de protéines a été décrite chez P. falciparum (Armstrong,
2007). Un domaine de déstabilisation fusionné a la protéine FKBP, est ajouté sur le géne
d’intérét. La construction est ensuite intégrée dans le génome de P. falciparum. Dans ce
systeme, la protéine est, en grande partie, rapidement dégradée en absence de Shld1, un
analogue de la rapamycine (Figure 50). La protéine est stabilisée en présence de Shld1
(Figure 50). Par contre, ce systéeme ne permet pas de dégrader la totalité de la protéine
étudiée et U'activité résiduelle peut étre un frein a U'étude du role de ces protéines
(Armstrong, 2007). Malgré ’éventail de techniques pouvant permettre l’étude des genes
essentiels de P. falciparum, aucune n’est vraiment généralisable a l’étude de génes
différents.
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Figure 50 : Les différentes méthodes inductibles pour interrompre |I’expression d’une protéine chez le
parasite. Les différentes méthodes décrites dans le paragraphe ci-dessus sont schématisées dans cette figure
tirée de (Pino, 2013).

Une nouvelle approche publiée par Pino et al. semble cependant solide et
généralisable. Cette approche consiste en ’interruption conditionnelle de gene inductible
par la tétracycline chez Plasmodium berghei (Pino, 2012) (Figure 50). Nous avons donc mis
au point au laboratoire les transfections dans P. berghei et obtenu des parasites
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transfectés avec les constructions permettant l’étude de PbPTPA et PbPP2A. Nos premiers
résultats dans ce systeme montrent que les parasites ont bien intégré dans leur génome
les modifications qui permettront d’éteindre ces genes grace a la tétracycline. Nous
sommes actuellement en train de vérifier par western-blot que nos protéines sont bien
exprimées dans le parasite. Ce systéme nous permettra d’étudier le role de chacune de
ces protéines sur la survie du parasite, notamment en mesurant la parasitémie chez les
animaux, mais également le role spécifique a chaque stade parasitaire de la phase
érythrocytaire, grace a la culture in vitro. Enfin, nous pourrons étudier le role de ces
protéines dans U’invasion des érythrocytes in vitro, ainsi que dans le cycle parasitaire chez
le moustique.

Pendant que nous mettions en place ce systéme dans le laboratoire, Collins et al.
ont publié un systéme homologue chez P. falciparum (Collins, 2013a). Ces auteurs
utilisent le systéeme Cre/Lox. Le principe est simple, lorsqu’il y a recombinaison
homologue, le géne d’intérét est alors suivi de la région 3’UTR du gene pbdhfr puis du
gene de la dhfr humaine (hdhfr). Ces deux insertions sont flanquées par des sites LoxP. La
cassette DiCre est également présente en aval de ces séquences (Figure 51). La région
3’UTR d’un géne régule la terminaison correcte de la transcription de ARNm et la
polyadénylation de ’ARNm, important pour sa stabilité et son trafic dans la cellule.
Plusieurs équipes ont montré qu’il était possible de remplacer la région 3’UTR d’un gene
par une autre sans modifier I’expression génique (Yeoh, 2007 ; Combe, 2009 ; Giovannini,
2011) et ’ablation de cette région peut conduire a l'inhibition compléete de ’expression
du gene. En présence de rapamycine, la recombinase DiCre est hétérodimérisée et permet
’excision des séquences génomiques présentes entre les deux sites LoxP. Dans le systéeme
de Collins et al., la région 3’UTR et le géne de résistance au WR99210 (hdhfr) sont excisés
(Figure 51). Le but est qu’en ’absence de site de polyadénylation, I’ARNm soit dégradé et
que le géne ne soit pas traduit en protéine. Malheureusement, bien que ’excision ait bien
eu lieu, il existe un site de polyadénylation dans la cassette DiCre qui aprés excision se
retrouve juxtaposé au gene d’intérét. De ce fait, aucune diminution de ’expression de la
protéine n’est décelable. Par contre, bien que le systeme ne soit pas fonctionnel, les
auteurs ont ouvert la voie pour un systeme d’interruption conditionnelle de gene chez P.
falciparum. En effet, ils ont montré que le mécanisme d’excision en présence de
rapamycine présente une efficacité de prés de 100%. Ainsi, on peut envisager a plus ou
moins court terme d’utiliser cette technologie pour interrompre un gene comme le
propose Pino et al. notamment en insérant un site LoxP dans un intron et un second site a
la fin du géene (Pino, 2013).
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Figure 51 : Systéme de délétion de géne par une activité recombinase inductible chez P. falciparum. Le
vecteur utilisé contient une cassette DiCre, détaillée dans ’encart en haut a droite, la séquence d’intérét est
insérée dans le vecteur, de méme que la région 3’UTR du géne pbdhfr et le géne hdhfr nécessaire pour la
sélection des parasites recombinés. Ces deux génes sont flanqués de sites LoxP qui permettront ’excision. Le
schéma mentionne une partie recodonisée du gene d’intérét cependant, cela n’est pas nécessaire pour
Uinterruption conditionnelle du géne. D’apreés (Collins, 2013a).

4. Role de PfPTPA dans le cycle cellulaire

L’implication apparente de PfPTPA dans la régulation du cycle de Plasmodium,
nous a poussé a étudier les effets de cette protéine dans la régulation du cycle cellulaire
et notamment au niveau de la transition G2/M. Pour cela, nous avons utilisé le modéle de
’ovocyte de Xenopus laevis. Dans ce modele, I’ovocyte de xénope est bloqué en prophase
| de méiose (phase G2) sous l'action d’un certain nombre de molécules dont PP2A (Cf.
Introduction). PP2A est effectivement la protéine phosphatase majeure responsable de la
déphosphorylation d’un grand nombre de substrats des CDK induisant ’inactivation du MPF
(Mitotic Promoting Factor) et donc inhibant la transition G2/M (Ferrigno, 1993) (Cf.
Introduction). Dans ce contexte, U'inhibition de PP2A déclenche la transition G2/M suivie
de la maturation jusqu’a la métaphase Il et expulsion du premier globule polaire (GVBD)
observable par !’apparition d’une tache blanche au pole animal de l’ovocyte. En effet, il a
été montré dans ce modele que l’inhibition des phosphatases PP1 et PP2A par ’ajout
d’acide okadaique, une toxine naturelle qui inhibe spécifiquement ces deux phosphatases,
induit la maturation de "ovocyte (Goris, 1989). Par contre, l'injection d’une sous-unité
activatrice de PP2A dans l'ovocyte de xénope prévient la GVBD induite par la
progestérone (lwashita, 1997). Lors de nos expériences, nous avons montré que l’injection
de PfPTPA ne déclenche pas la GVBD. Ces résultats confirment que PfPTPA n’est pas un
inhibiteur de PP2A. Cependant, on peut émettre les mémes réserves que celles
précédemment exposées pour Pfl2°"** dans le paragraphe Il 2 de cette discussion, c’est-a-
dire que "ovocyte de xénope comme modele d’étude de U'inhibition de PP2A n’est peut-
étre pas la meilleure option. Nous avons également montré que PfPTPA était capable
d’inhiber la GVBD induite par la progestérone ou par |’acide okadaique. Ces résultats
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montrent un effet inhibiteur de la transition G2/M par PfPTPA dans |’ovocyte de xénope.
L’effet de PfPTPA sur cette transition semble impliquer PP2A, hypothese soutenue par
Uinteraction observée entre PfPTPA et XePP2A. Pour comprendre cela, il est intéressant
de préciser que PP2A est plus sensible a l’acide okadaique que PP1. En effet, alors qu’une
concentration de 0.1nM d’acide okadaique inhibe 50% de ’activité de PP2A (ICso = 0.1nM),
il en faut cent cinquante a cing cents fois plus pour diminuer de moitié l’activité de PP1
(ICso = 15-50nM). Ainsi, lorsque 'on ajoute 0,01uM d’acide okadaique dans le milieu de
culture des ovocytes, ’activité de PP2A sera totalement inhibée alors que celle de PP1 ne
sera que peu voire pas modifiée. Dans ce cas-la, on observe que ’ajout de 40ng de PfPTPA
prévient la GVBD induite par l’acide okadaique. On peut émettre [’hypothése que
’activation de PP2A par PfPTPA empécherait l’action de l’acide okadaique. Lorsque l’on
ajoute une plus grande concentration d’acide okadaique (0,1uM), dose a laquelle
Uactivité de PP2A est totalement inhibée et a laquelle celle de PP1 est partiellement
inhibée, il faut 100ng de PfPTPA pour empécher la GVBD induite par 'acide okadaique.
PfPTPA n’est pas capable d’empécher la GVBD induite par 1uM d’acide okadaique, dose a
laquelle on observe ’inhibition compléte des activités de PP2A et PP1. Il semble donc que
l’activité de PfPTPA soit restreinte a PP2A. En effet, si PfPTPA activait PP1, PfPTPA serait
capable d’empécher la GVBD induite par des doses d’acide okadaique inhibant PP2A et
PP1. Or, ce n’est pas le cas ici. Il semble donc que PfPTPA active PP2A ce qui empéche la
maturation de U’ovocyte. Ceci peut également expliquer que PfPTPA empéche la GVBD
induite par la progestérone. En effet, la progestérone induit la GVBD (Ferrell, 1999). Il
semble que la progestérone régule l'interaction entre PP2A et Greatwall et donc la
transition G2/M et le maintien en phase M (Yamamoto, 2011). L’activation de PP2A par
PfPTPA empécherait "action de la progestérone et préviendrait la GVBD induite par celle-
ci. On ne peut pas imaginer que ce soit ’interaction de PfPTPA avec PP2A qui empéche
’action de ’acide okadaique ou de la progestérone. En effet, l’interaction de PfPTPA
avec PP2A est rapide et transitoire. Ainsi, lorsque l’on incube les ovocytes avec la
progestérone une heure aprés la micro-injection de PfPTPA, nous ne détectons plus de
complexe PfPTPA/PP2A. C’est donc ’activation de PP2A par PfPTPA qui prévient la GVBD.
On ne peut exclure que la fixation de PfPTPA/PP2A permette l'interaction avec une sous-
unité de PP2A ou une autre protéine activatrice qui permettrait d’activer la protéine PP2A
plus longtemps.

Nous avons donc montré au cours de ce travail que PfPTPA interagissait avec PP2A
et régulait son activité. Nous avons également identifié des résidus de PfPTPA impliqués
dans linteraction et ’activité de cette protéine vis-a-vis de PP2A. D’autres approches
pourront étre mises en place afin de confirmer Uimplication de ces résidus mais
également d’approfondir nos connaissances sur le role de PfPTPA dans la régulation de
PP2A.
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IV.  PfPTPA : un régulateur de PfPP1 ?

L’analyse de la séquence de PfPTPA nous a permis d’identifier un motif RVxF qui
est absent de la séquence humaine. La présence de ce motif spécifiquement chez P.
falciparum, nous a permis d’entrevoir un role inédit de PTPA dans la régulation de PP1.

1. PfPTPA est un interacteur de PfPP1

La présence du motif RVxF nous a incités a vérifier que la protéine PfPTPA pouvait
interagir avec PP1. De fait, la protéine PfPTPA est capable d’interagir avec PfPP1 in vitro
mais également avec XePP1 in vivo (Cf. Résultats C I). Les études en ovocytes de xénope
ont permis de montrer que les cinétiques des interactions PfPTPA/PP2A et PfPTPA/PP1
sont différentes. En effet, ’interaction de PfPTPA avec PP2A est rapide mais transitoire,
puisqu’un complexe contenant les deux protéines est détectable quinze minutes aprés
Uinjection, mais n’est plus détectable une heure et quarante-cing minutes plus tard. Les
complexes contenant PfPTPA et PP1 sont également rapidement mis en place, mais ils
sont beaucoup plus stables et sont encore détectables bien que faiblement, dix-huit
heures aprés la micro-injection de PfPTPA. Ces cinétiques différentes nous permettent
d’envisager que la régulation de ces deux phosphatases par PfPTPA induit des phénoménes
différents dans la cellule avec certainement une régulation dans le temps différente.

2. Le motif KINF est impliqué dans U’interaction PfPTPA/PP1

Nous avons voulu vérifier que ’interaction de PfPTPA avec PP1 impliquait le motif
RVxF. Effectivement, l’interaction PfPTPA/PP1 est médiée par le motif RVxF (KINF)
présent dans la séquence de la protéine PfPTPA comme plus de quatre-vingt-dix pourcents
des régulateurs de PP1 (Bollen, 2010). En effet, la pré-injection de peptides dérivés du
motif KINF abolit ’interaction entre PP1 et PfPTPA en ovocyte de xénope. Cependant, il
semble que d’autres résidus soient impliqués. En effet, de facon surprenante, les
protéines PfPTPA mutées au niveau des résidus impliqués dans U'interaction avec PP2A ne
sont pas capables d’interagir avec XePP1 (Cf. Résultats C | b). La mutation d’un seul
résidu est suffisante pour abolir complétement cette interaction contrairement a
Uinteraction PfPTPA/PfPP2A qui n’est totalement abolie que pour la protéine PfPTPA
contenant les cinqg mutations. Il faudrait néanmoins confirmer cette interaction par une
autre approche, notamment des tests d’interaction in vitro. Il est intéressant de noter
que le motif RVxF est situé sur une autre face de la protéine que les résidus mutés (Figure
52). Il est possible que les mutations entrainent un changement de la structure de la
protéine réduisant, par exemple, l’acces au motif KINF. Mais notre outil de modélisation
ne nous permet pas de vérifier cette hypothése. On peut également envisager qu’une
autre protéine soit impliquée dans le complexe PfPTPA/PP1 en le stabilisant. Ainsi, les
mutations que ’on a faites empécheraient U'interaction PfPTPA/X, ce qui abolirait la
formation du complexe stable PfPTPA/X/PP1, malgré l’interaction entre PfPTPA et PP1
via le motif KINF. Une autre hypothése est qu’un autre motif serait impliqué dans
Uinteraction entre les deux protéines.
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Figure 52 : Modélisation de la structure de PfPTPA. En jaune sont représentés les résidus impliqués dans
Uinteraction de PfPTPA et PfPP2A tandis qu’en rouge est surligné le motif RVxF (Modélisation prédite par
ModWebserver et visualisée par le logiciel Pymol).

La formation de complexe entre PfPTPA et PP1 pourrait étre spécifique a la
protéine PTPA parasitaire. Cependant, U'interaction entre PTPA et PP1 n’a jamais été
vraiment étudiée dans d’autres organismes. Il est vrai que notre étude a été motivée par
la présence d’un site RVxF dans la séquence de PfPTPA, motif absent d’un grand nombre
d’organismes. En effet, l’analyse des séquences protéiques de PTPA de plusieurs
organismes modeles (Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans, Danio rerio,
Drosophila melanogaster, Homo sapiens, Leishmania major, Mus musculus, Oryza sativa,
Schistosoma mansoni, Tetrahymena thermophila, Theileria parva, Toxoplasma gondii,
Trypanosoma brucei, Xenopus laevis, Saccharomyces cerevisiae) ne nous a permis
d’identifier des motifs RVxF que dans les protéines PTPA de Tetrahymena thermophila,
Schistosoma mansoni et dans les deux orthologues de PTPA de Saccharomyces cerevisiae
(YPA1 et YPA2). La présence de ce motif ne peut étre expliquée par |’évolution. En effet,
dans U"embranchement des apicomplexes, le motif RVxF dans PTPA est présent dans
d’autres especes de Plasmodium comme P. berghei, P. knowlesi, ou P. vivax, mais pas
dans T. gondii, N. caninum ou E. tenella. Parmi les alvéolés que nous avons analysés,
seuls les Plasmodiums et Tetrahymena thermophila posseédent ce motif. De plus, les
organismes dans lesquels ce motif a été identifié appartiennent a des regnes différents
(Animalia, Fungi, Chromalveolata). Il semblerait donc que ce soit des événements
ponctuels dans certains organismes a travers les différents regnes. La présence de ce
motif dans ces protéines permet d’envisager une interaction avec PP1. Or, une étude a
été faite dans la levure, indépendamment de l’identification d’un motif RVxF dans la
séquence de YPA, et n’a pas permis de montrer une interaction de PTPA (YPA1 et YPA2)
avec PP1 (GLC7) par immunoprécipation (Fellner, 2003). Il serait intéressant de confirmer
ces résultats et d’étudier si les PTPA de S. mansoni et T. thermophila interagissent avec
PP1.

3. PfPTPA serait un régulateur de PfPP1 in vivo.

Bien que PfPTPA soit capable d’interagir avec PP1, les expériences in vitro que
nous avons effectuées ne montrent pas d’effet de PfPTPA sur la régulation de I’activité de
PfPP1 vis-a-vis du substrat pNPP. Des études utilisant d’autres substrats pourront étre
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mises en place. En effet, il est possible que PfPTPA modifie la spécificité de substrat de
PfPP1, ou régule ’activité de PP1 vis-a-vis d’un substrat particulier. On peut également
émettre U’hypothése que PfPTPA régulerait ’activité de PfPP1 au sein d’un complexe
protéique particulier et que, bien qu’une interaction directe ait pu étre mise en évidence
in vitro, la formation du complexe soit indispensable pour que PfPTPA puisse réguler PP1.
On ne peut pas écarter non plus que PfPTPA n’ait pas de role de régulateur de PP1, mais
plutot un role de protéine chaperonne, qui permettrait la localisation ou la stabilité de
’enzyme. Dans leur étude, Treeck et al. n’identifient pas PfPTPA comme une phospho-
protéine, bien qu’ils aient détecté plusieurs peptides appartenant a PfPTPA (Treeck,
2011). Cette observation indique que PfPTPA ne serait pas un substrat de PP1.

Les études que nous avons réalisées en ovocyte de xénope, nous permettent
d’éliminer le role de régulateur de PP1 (Cf. Ill 4). Pourtant, nos résultats concernant les
cinétiques de formation des complexes PfPTPA/PP2A et PfPTPA/PP1 nous permettent
d’envisager que PfPTPA est un compétiteur pour les régulateurs et/ou les substrats de
PP1.

Nous avons voulu éclaircir le role de PfPTPA dans la régulation de PfPP1 in vivo
chez le parasite. Pour cela, nous avons tenté de bloquer l’interaction entre les deux
protéines dans le parasite grace a des peptides synthétiques dérivés du motif KINF.
L’utilisation de ces peptides montre une inhibition de la croissance parasitaire.
Cependant, il faut préciser que le motif « NKINF » répété en tandem dans notre peptide
synthétique n’est pas spécifique de PfPTPA contrairement aux peptides utilisés pour
inhiber U’interaction PfPP1 avec Pfl2 et PfI3 ((Freville, 2013) et (Freville, en préparation)).
En effet, quinze protéines identifiées chez Plasmodium comportent ce motif, de méme
que seize protéines putatives inconnues. Parmi, les protéines identifiées chez le parasite,
on peut nommer PfEMP1, une protéine membranaire de U’érythrocyte codée par le
parasite, responsable de la trés grande variation antigénique qui permet au parasite
d’échapper au systéme immunitaire de U’hote. Ou encore RON3, une protéine des
rhoptries. Mais aucune de ces protéines n’est connue pour interagir avec PP1. Néanmoins,
deux d’entre elles, les protéines RAP et RON3 interagissent respectivement avec les
kinases FIKK1 et CLK3 et on peut imaginer que si RAP et RON3 sont des substrats de ces
kinases, elles pourront potentiellement étre déphoshorylées par PfPP1. Or, le motif RVxF
est impliqué dans Uinteraction avec des régulateurs mais aussi quelques substrats comme
elF2B8 (Wakula, 2006). De plus, deux protéines LRR (LRR5 et LRR9) contiennent ce motif
NKINF. Or, certaines protéines LRR sont capables d’interagir avec PfPP1 notamment la
PfLRR1 (Daher, 2006). L’utilisation de peptides avec un motif RVxF flanqué de part et
d’autre de deux ou trois acides aminés augmenterait la spécificité du peptide a
’interaction PfPTPA/PfPP1.

Ce travail de these a donc permis d’identifier chez Plasmodium falciparum un
certain nombre de protéines potentiellement impliquées dans la régulation de PP2A,
notamment les inhibiteurs 1 et 2 de PP2A et PfPTPA. Notre étude sur la protéine
phosphotyrosyl phosphatase activator de P. falciparum, nous a permis de montrer son role
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dans la régulation de PP2A mais également de PP1. Ce role dans la régulation de PP1 est

unique en son genre et permet d’envisager de cibler spécifiquement cette régulation pour
inhiber la croissance parasitaire.
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Definition

Phosphatases are enzymes which catalyze the cleavage of monophosphate ester bonds from the
phosphorylated form of different kinds of substrates. Their activity in dephosphorylating substrates is
opposite to those of kinases, which are responsible for phosphorylation processes. Protein
phosphorylation is the most common and the best studied post-translational modification. It has been
estimated that about 30% of all proteins can be regulated by phosphorylation. The reversible
phosphorylation of proteins represents a ubiquitous regulatory mechanism for diverse pathways and
systems in eukaryotic cells.

1. Introduction

Two decades ago, phosphorylation signalling pathway, known to be controlled by kinases, has been
suggested to be involved in Plasmodium parasite development/growth. In these first reports, the use of
inhibitors for kinases on cultured parasites showed an arrest of their development and a drastic
inhibition of their capacity to invade red blood cells (Ward, 1994 ; Dluzewski, 1996). More recently,
an important number of studies was dedicated to characterize the kinases of Plasmodium and to search
for specific potent inhibitors as effective chemotherapeutic agents. The genome wide sequencing of P.
falciparum, together with the ‘omics’ era, have allowed a major breakthrough and a quantum leap not
only to identify the kinome of this parasite (85 kinases) but also to show that about 30 kinases are
essential for the completion of the parasite lifecycle (Solyakov, 2011).

It is well known that phosphorylation event is a reversible post-translational modification where
phosphatases reverse the action of kinases. Thus, the phosphorylation state of a substrate, at a given
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time, is the picture of a global result of the opposing activities of the relevant kinases and
phosphatases. In Pf, the physiological importance of phosphatases during the parasite lifecycle has
been supported by the fact that natural toxins inhibiting phosphatases activities block parasite growth
in vitro (Yokoyama, 1998). Although, recent increasing efforts have been made to provide better
understanding on the molecular role of phosphatases in several organisms, little is known about the
phosphatases of P. falciparum. In general, most of eukaryotic phosphatases fall into three major
families on the basis of their catalytic domains as follows: (1) the Protein Serine/Threonine
Phosphatases or PSP family; (2) the Protein Tyrosine Phosphatases or PTP and (3) the Protein
Histidine Phosphatases or PHP (Figure 1). The PSP include the PhosphoProtein phosphatases (PPPs)
(PP1, PP2A, PP2B, PP4, PP5, PP6 and PP7), the Metal-dependent protein phosphatases (PPMs,PP2C)
and the FCP/SCP aspartate-based phosphatases, and are able to dephosphorylate serine (Ser) and
threonine (Thr) residues. The PTPs are mainly but not exclusively able to dephosphorylate the tyrosine
(Tyr) residue and include the highest number of phosphatases: a total of 108 PTP have been identified
in human, among which eighteen have been classified in Dual Specificity phosphatases (DSP) as they
are able to dephosphorylate all three phospho-amino acids (Ser, Thr and Tyr). Regarding the third
family, the PHP, it is the most recently described one with a capacity to regulate the signaling pathway
related not only to histidine but also to tyrosine dephosphorylation. Beside these main families, there
are two additional ones which dephosphorylate non-protein substrates: the Lipid Phosphatases or LP
and the Nucleotide hydrolases that are involved in dephosphorylating lipids and phosphonucleosides
respectively (McLennan, 2000 ; Sigal, 2005).

In this review, our attention will be focused on the phosphatases that are putatively and experimentally
characterized as well as the regulators of two major phosphatases (PP1 and PP2A) in P. falciparum.
PSPs

PTPs Protein HPs

LPs NPs

Lipid Nucleotide
Phosphatases Phosphatases

Polynucleotide
5’-phosphatases
Polynucleotide
3'-phosphatases

Protein Tyrosine Histidine

Serine / Threonine
Phosphatases

-
rC|ass. I PTPs PPPs ) HP branch 1
— PhosphoProtein

| | » Classical PTPs Phosphatases

» Dual-specificity - — » Phosphoinositide
phosphatases (DSPs) PPMs phosphatases
k > Lipid phosphate

Phosphatases Phosphatases

Glycerophospholipid
phosphatases

— metal-dependent
Lprotein phosphatases

phosphatases

Class Il PTPs
Low Molecular (
Weight PTPs ZCP/SCP L__| Sphingosine
— Aspartate-based phosphatases
phosphatases
Class Il PTPs ~
CDC25

4 4t 4 { {

Tyr (classical PTPs) Serine / Threonine Serine / Threonine / Phospho lipids Phospho
Tyr and Ser/Thr (DSPs) Tyrosine Ser/Thr/Tyr nucleotides

(His residue acting as phospho
acceptor during catalyis)

Figure 1. Classification of phosphatases. In grey boxes are the subfamilies represented in the genome of P.
falciparum
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2. Exploration of putative phosphatases in Plasmodium falciparum genome
Several authors have previously established a state of the art of both putative and characterized P.
falciparum phosphatases by exploring the genome of the parasite and manual search in the literature
(Andreeva, 2008 ; Bajsa, 2008 ; Kutuzov, 2008 ; Wilkes, 2008). However, in order to update the
picture with recent data, we reexamined P. falciparum genome. For this purpose, a search was
performed in P. falciparum database (PlasmoDB, http://plasmodb.org) for members of the five
phosphatase families described above (Figure 1) using the general term ‘phosphatase’ and more
specific terms as ‘nudix’, ‘inositol’ and ‘nucleotidase’. All the hits obtained were then subjected to
Interpro (IPR) domain analysis (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) in order to exclude proteins that did
not match with potential phosphatase activity. This analysis, combined with BLAST analysis
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) allowed to list 69 putative phosphatases in the genome of P.
falciparum 3D7, among which 55 could be classified into the five phosphatase families described
above according to their IPR domains and alignment with human homologs (Table I).
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Table 1. Census and classification of putative P. falciparum 3D7 phosphatases

Phosphatase families and subfamilies (IPR domain)

Phosphatase families and subfamilies (IPR domain)

PlasmoDB Gene ID Previous identification

Product description (PlasmoDB)

PlasmoDB Gene ID Previous identification

Product description (PlasmoDB)

Protein Serine/Threonine Phosphatases (PSPs)
PhosphoProtein Phosphatases (PPPs) (IPR004843, IPR024654 )
PF3D7_0107800 MAL1P2.06, PFA0390w
PF3D7_0314400 MAL3P5.5, PFC0595¢
PF3D7_0802800 PF08_0129

PF3D7_0912400 PFI0605¢

PF3D7_0918000 PFI0880c

PF3D7_0925400 PFI1245¢

PF3D7_0927700 PFI1360c

PF3D7_1018200 PF10_0177a

PF3D7_1206000 2277.t00061, MAL12P1.60, PFLO300c
PF3D7_1340600 PF13_0222

PF3D7_1355500 MAL13P1.274, PF13_0294
PF3D7_1403900 PF14_0036

PF3D7_1406700 PF14_0064

PF3D7_1414400 PF14_0142

PF3D7_1423300 PF14_0224

PF3D7_1464600 PF14_0614

PF3D7_1466100 PF14_0630

PF3D7_1469200 PF14_0660

Metal-dependent protein phosphatases (PPMs) (IPR001932)
PF3D7_0410300 MAL4P2.37, PFD0505¢, PFD0510c
PF3D7_0520100 MALS5P1.202, PFE1010w
PF3D7_0810300 MAL8P1.109

PF3D7_0810500 MAL8P1.108

PF3D7_1009600 1398.t00340, PF10_0093
PF3D7_1135100 PF11_0362

PF3D7_1138500 PF11_0396

PF3D7_1208900 2277.t00090, MAL12P1.89, PFL0445w
PF3D7_1249300 2277.t00473, MAL12P1.471, PFL2365w
PF3D7_1309200 MAL13P1.44

PF3D7_1455000 PF14_0523

FCP/SCP Aspartate-based phosphatases (IPR004274)
PF3D7_0515900 MALS5P1.159, PFE0795¢
PF3D7_0726900 PF07_0110

PF3D7_1012700 PF10_0124

PF3D7_1355700 MAL13P1.275

DNA repair exonuclease Mrell, putative
serine/threonine protein phosphatase, putative
serine/threonine protein phosphatase, putative
consened Plasmodium protein, unknown function

glideosome-associated protein 50,secreted acid phosphatase (GAP50)

protein phosphatase-beta

serine/threonine protein phosphatase, putative
serine/threonine protein phosphatase, putative
protein phosphatase, putative

RNA lariat debranching enzyme, putative (DBR1)
serine/threonine protein phosphatase (PP5)
phosphatase, putative

phosphatase, putative

serine/threonine protein phosphatase (PP1)
serine/threonine protein phosphatase (PP7)
phosphatase, putative

protein serine/threonine phosphatase

protein phosphatase, putative

protein phosphatase, putative

protein phosphatase, putative

protein phosphatase, putative

protein phosphatase, putative

protein phosphatase, putative

protein phosphatase, putative

protein phosphatase 2c

conserved Plasmodium protein, unknown function
protein phosphatase, putative

protein phosphatase 2c-like protein, putative
protein phosphatase, putative

protein phosphatase, putative
protein phosphatase, putative
protein phosphatase, putative
protein phosphatase, putative

Lipid Phosphatases
Glycerophospholipid phosphatases

Phosphoinositide phosphatases (IPR002013, IPR000300 )
PF3D7_0705500 PF07_0024
PF3D7_0802500 MAL8P1.151
PF3D7_1354200 PF13_0285
PF3D7_1111600 PF11_0122

Lipid phosphate phosphatases (IPR016118, IPR026058 )
PF3D7_0805600 MAL8P1.202
PF3D7_0303200 MAL3P1.12, PFC0O150w
Sphingosine phosphatases

inositol-phosphate phosphatase, putative

inositol phosphatase, putative

inositol-polyphosphate 5-phosphatase, putative
endonuclease/exonuclease/phosphatase family protein, putative

apicoplast phosphatidic acid phosphatase, putative
HAD superfamily protein, putative

Nucleotide Phosphatases

NUDIX domain (IPRO00086 )

PF3D7_0520600 MAL5P1.207, PFE1035¢c
PF3D7_1308900 PF13_0048
PF3D7_1349100 MAL13P1.248
GDA1/CD39 domain (IPR000407 )
PF3D7_1322000 MAL13P1.121
PF3D7_1431800 PF14_0297

PNK3 phosphatase (IPR013954)
PF3D7_0817400 MAL8P1.74
PF3D7_1363200 PF13_0334

IMP-specific nucleotidase (IPR009453)
PF3D7_1206100 2277.t00062, MAL12P1.61, PFLO305¢c

BIS(5-nucleosyl)-tetraphosphatase (diadenosine tetraphosphatase), putative

mRNA-decapping enzyme 2, putative (DCP2)
nucleoside diphosphate hydrolase, putative

adenosine-diphosphatase, putative
apyrase, putative

conserved Plasmodium protein, unknown function
bifunctional polynucleotide phosphatase/kinase (PNKP)

IMP-specific 5-nucleotidase, putative,haloacid dehalogenase hydrolase, putative

Protein Tyrosine Phosphatases (PTPs)

CDC25

Low Molecular Weight PTPs

Dual-specificity phosphatases (DSPs) (IPR000387)
PF3D7_0309000 MAL3P3.11, PFC0380w
PF3D7_1113100 PF11_0139
PF3D7_1127000 PF11_0281
PF3D7_1455100 PF14_0524, PF14_0525

dual specificity phosphatase (YVH1)
protein tyrosine phosphatase (PRL)
protein phosphatase, putative
protein phosphatase, putative

Histidine Phosphatases (HPs)

HP branch 1 (IPR013078)

PF3D7_0310300 MAL3P4.27, PFC0430w
PF3D7_0413500 MAL4P1.127, PFD0660wW
PF3D7_1120100 PF11_0208

HP branch 2 (IPR000560)

PF3D7_1430300 PF14 0282

phosphoglycerate mutase, putative
phosphoglucomutase-2 (PGM2)
phosphoglycerate mutase, putative (PGM1)

acid phosphatase, putative

Others

PTPLA (IPR007482)

PF3D7_1331600 MAL13P1.168

RHOD (IPR001763)

PF3D7_1206400 2277.t00065, MAL12P1.64, PFLO320w
PF3D7_1305500 PF13_0027

Unclassified haloacid dehalogenase (HAD) (IPR023214)
PF3D7_0715000 PF07_0059

PF3D7_1118400 PF11_0190

PF3D7_1226100 2277.t00252, MAL12P1.252, PFL1260w

protein tyrosine phosphatase, putative

rhodanese like protein, putative
protein phosphatase, putative

4-nitrophenylphosphatase (PNPase)
haloacid dehalogenase-like hydrolase, putative
hydrolase/phosphatase, putative

Unclassified Exonuclease-Endonuclease-Phosphatase (EEP) (IPR005135)

PF3D7_0107200 MAL1P1.64, PFA0350w, PFA0355w,
PF3D7_0305600 MAL3P2.19, PFC0250c
PF3D7_0319200 MAL3P6.29, PFC0850c
PF3D7_1238600 2277.t00374, MAL12P1.372, PFL1870c
PF3D7_1363500 PF13_0336

PF3D7_1430600 PF14_0285

mRNA caping phosphatase SU (IPR004206)

PF3D7_0322100 MAL3P7.26, PFC0980c

HP PAP-like (no IPR domain)

PF3D7_0208400 PF02_0080, PFB0380c

carbon catabolite repressor protein 4, putative

AP endonuclease (DNA-[apurinic or apyrimidinic site] lyase), putative

endonuclease/exonuclease/phosphatase family protein, putative
sphingomyelin phosphodiesterase, putative

DNase I-like protein, putative

exodeoxyribonuclease Ill, putative

RNA triphosphatase (Prt1)

consened Plasmodium protein, unknown function
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Protein Serine/Threonine Phosphatases (PSPSs)

The most populated phosphatase family in P. falciparum genome is the Protein Serine/Threonine
Phosphatase (PSP) family with 33 putative phosphatases, among which are18 PPPs, 11 PPMs (PP2C) and
4 FCP/SCP aspartate-based phosphatases. This family is also the most described as 10 PPPs and 1 PP2C
have been experimentally characterized. These include PP1, PP2A, PP2B, PP2C, PP5, PP7, PPKL,
GAP50, PPB, SHLP1 and SHLP2 (see below). Among the 8 non-characterized putative PPPs are three
phosphatases that may have nucleotide phosphatase activity since they show homologies with Mrell
(DNA repair exonuclease), Dbrl (RNA lariat debranching enzyme that plays a role in pre-mRNA
splicing) and PhoD (Alkaline phosphatase D, 5’ nucleotide phosphodiesterase). The putative Plasmodium
PSPs also include three members of the PP2/PP4/PP6 family exhibiting high degree of identity between
each other. While two of them have been described and characterized as PfPP2A and PfPPf (see below),
the third one showing closer clustering with PP4 remains to be characterized. The analysis of RNA-Seq
data (plasmoDB) shows that these three PP2A-like phosphatases may be differentially regulated during
the erythrocytic stages of the parasite, since PP2A transcripts are highly detected in young trophozoites
while transcripts of the non-characterized PP2A-like phosphatases are predominantly detected in late
trophozoites and schizonts. PfPP is expressed exclusively at the sexual stages of the parasite (see below).
The presence in Plasmodium genome of 11 PP2C-like phosphatases, of which only one has been
characterized, represents a high proportion of the putative parasite phosphatases when compared to
human, and is more akin to plants where PP2cs play major roles in stress responses. The RNA-Seq and
transcriptome data in PlasmoDB database show that all these putative PP2cs are differentially expressed in
sexual and asexual stages suggesting that they may play different roles at different parasite stages. The 4
members of the FCP/SCP aspartate-based phosphatases belong to the large family of Haloacid
dehalogenases, are all NIF-like phosphatases, and contain the DxDxT/V motif. Two of them align
preferentially with CTD1/FCP1 (RNA pol C-terminal domain phosphatase) and the two others with SCP1
(Small C-terminal domain phosphatase).

Protein Tyrosine Phosphatases (PTPs)

Of the classical phosphatase families, the Protein Tyrosine Phosphatase (PTP) is the second one
represented with only 4 putative members. Of notice, no putative homologs to CDC25 and LMW PTPs
have been found. LMW PTPs, known to be involved in cell growth inhibition, seem to be absent in
apicomplexan (Andreeva, 2008). In their classification of human PTPs, Alonso et al. included Asp-based
PTPs subfamily of Tyr/Ser phosphatases composed of 4 Eya genes (Alonso, 2004a). No homologous of
these phosphatases have been found in Plasmodium. Among the four putative PfPTPs, three belong to the
DSP subfamily and two have been experimentally characterized (PfYVH1 and PfPRL, see below).

Overall, PTPs are under-represented in the P. falciparum genome when compared to human where more
than 100 PTPs have been listed. This observation may be related to the fact that no classical tyrosine
kinases have been described in Plasmodium. However, the PTP family may include more members since
among the phosphatases grouped in ‘others’ are one PTPL (protein tyrosine phosphatase-like), two RHOD
(Rhodanese domains-containing proteins) and one mRNA capping SU (subunit). The PTPL proteins
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constitute a small family structurally related to PTPs. However, the substitution of the essential R residue
in the CXsR catalytic site renders these proteins catalytically inactive. Rhodanese domains are found in
many proteins including phosphatases such as CDC25 or dual-specificity MAPK phosphatases. However,
catalytically inactive rhodanese modules that may have regulatory roles have also been described. In P.
falciparum, among the two RHOD, one has been experimentally characterized as an atypical MAPK
phosphatase (see below). Another putative phosphatase that may have Tyr phosphatase activity is mRNA
capping B-subunit (SU). mRNA capping enzyme is a bifunctionnal enzyme with RNA 5’-triphosphate (-
SU, PTP activity) and guanylyl transferase activity (a-SU). Interestingly two P. falciparum genes are
found to align with a and f mRNA capping SUs respectively.

Histidine Phosphatases (HPS)

The Histidine Phosphatase (HP) family is also represented in P. falciparum genome with three putative
phosphatases belonging to branch 1 and one belonging to branch 2 (Fig. 1). Among these are homologs to
phosphoglycerate mutases (PGM1 and PGM2). PGMs share several structural features with histidine acid
phosphatases including a catalytic domain which contains a histidine residue acting as a phospho acceptor
during catalysis. PGMs are enzymes that, beside their mutase activity (phospho transferase), may function
as histidine phosphatase acting upon a variety of substrates. The P. falciparum homolog of PGM2 has
been experimentally characterized and shows prominent phosphatase activity in contrast to weak mutase
activity (see below). Whether the P. falciparum homolog of PGM1 functions also as a phosphatase has to
be checked.

It is to note that P. falciparum genome may include at least one more HP (classified in Table I in ‘others”).
Despite the absence of Interpro domain characteristic for HP superfamily, this protein presents a very
short HP domain in its N-terminal sequence and shares features of histidine acid phosphatase and
phosphoglycerate mutase.

Lipid and Nucleotide Phosphatases

In addition to the three classical phosphatase families (PSP, PTP, HP) lipid and nucleotide phosphatases
are listed, despite the fact that some members are known to have clearly Tyr or His phosphatase activity.
Lipid phosphatases may be divided in two subgroups, glycerophospholipid phosphatases and sphingosine
phosphatases according to their role in dephosphorylating glycerophospholipids and
phosphosphingolipids. While genes encoding sphingosine phosphatases seem to be absent in the genome
of P. falciparum, 6 putative members of the other subgroup are found. Among these, four are putative
phosphoinositide phosphatases exhibiting SAC domains for two of them, inositol polyphosphate-related
phosphatase domain for one and both of these domains in tandem for the fourth. The presence of these two
domains in the latter suggests that it may belong to the synaptojanin sub-family of lipid phosphatases.
Interestingly, three out of four of these proteins are predicted to have transmembrane (TM) domains
(http://phobius.sbc.su.se/) which is in accordance with the membrane distribution of phosphoinositides.
The two others putative glycerophospholipid phosphatases align with phosphatidate phosphatases. One of
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them contains a LIPIN domain and no TM domain while the second one, homologous with PAP2,
contains 7 putative TM domains (http:/phobius.sbc.su.se/). None of all these putative lipid phosphatases
have been experimentally characterized.

Nucleotide phosphatases are a heterogeneous group of enzymes that may have polynucleotide 5°- or 3’-
phosphatase activity. The search of putative nucleotide phosphatases in P. falciparum allowed to list 8
putative enzymes exhibiting different domains (Table I). One of them, a polynucleotide 5’-kinase 3’-
phosphatase has been studied and shown to have preferential phosphatase activity (see below). However
this list of nucleotide phosphatases may not be exhaustive since query of PlasmoDB with ‘nucleoside’
yielded 36 more putative enzymes exhibiting characteristic domains such as ATPase or GTPase domains.
None of these putative nucleotide phosphatases have been experimentally characterized.

Overall, even if the list of putative Plasmodium phosphatases may be incomplete, the in silico analysis
allowed to classify 55 putative enzymes. However, in order to explore the role of these putative
phosphatases, it is crucial to characterize both their activity in vitro and their function in the parasite.

3. Confirmed Phosphatases in P. falciparum
For clarity, all the references for this section have been included in Table II.

Biochemical characterization of Plasmodium phosphatases

As evaluated by their ability to dephosphorylate p-nitrophenyl phosphate (pNPP) in presence of divalent
metal cation and/or to be inhibited by specific compounds such as okadaic acid or microcystin, seven
PfPSPs have been characterized: PP1, PP2A, PP, PP5, PP7, PP2B and PP2c. The characterization and
regulation of PfPP1 and PfPP2A are described in the next paragraph. The C-terminal end of PPB shows
47% identity and 75% homology with PfPP2A. However PfPPf has an N-terminal extension of 151 amino
acids (a.a.) which doesn’t present any conserved domain. Even if the role of this phosphatase in the
parasite is not known, a northern blot analysis indicates that its expression is maximal in gametocytes
while PP2A has been purified from the erythrocytic stages of P. falciparum.

The PP5 identified in P. falciparum has all the known structural and biochemical features of PP5
phosphatases. It notably contains in its N-terminal end three Tetratricopeptide repeats (TPR), known to be
involved in protein-protein interaction and to exert autoinhibitory role on PP5 activity. Accordingly, a
mutant of PfPP5 deleted of its TPR domain exhibits higher activity than the full length protein. Moreover,
as for mammalian PP5s, PfPP5 interacts with HSP90 and is located in the nucleus of the parasite,
suggesting an involvement in the regulation of nuclear proteins.

PfPP7 was initially described in the literature as PfPPJ. However PfPPJ seems to be a processed form of
PfPP7, truncated of a region containing two EF-hand motifs. Phosphatase activity of PfPPJ is not
enhanced by Ca®* while PP7 is clearly activated by Ca®". This is in accordance with the role of EF-hand
motifs of PP7 phosphatases in Ca?* -dependent regulation of activity.
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PfPP2B, a calcineurin-like protein has been purified from parasites extracts and characterized. As for
mammalian calcineurins, phosphatase activity of PfPP2B is dependent of calmodulin and inhibited by
FK506 (a calcineurin-specific inhibitor) and Cyclosporin A, and is resistant to okadaic acid. Interestingly,
mutations in PP2B (leading to an inactive form) and calcineurin B (B subunit of calcineurin) have been
detected in Plasmodium parasites resistant to Cyclosporin A, suggesting a role of these proteins and PP2B
phosphatase activity in the anti-malarial activity of Cyclosporin A. Recently, the use of calcineurin
inhibitors showed that PfPP2B is involved in dephosphorylation and depolymerization of apical actin,
which is critical for microneme secretion and thus invasion of host cells.

The only Plasmodium PP2C described in the literature is an unusual PP2C composed of two halves, each
showing Mg?" or Mn?" -dependent phosphatase activity. The dimerization of PfPP2C, leading to four
catalytic units, is however required for its optimal activity. EF1p, an elongation factor involved in protein
translation, has been identified as a substrate of PfPP2C, suggesting that this phosphatase may play an
important regulatory function.

Beside these seven Plasmodium phosphatases, three unusual PSPs have been reported in the literature.
These include PfPPKL, previously named PPa, which is closely related to plants and contains tandem
Kelch-like repeats in a long N-terminal extension. The restricted expression of PfPPKL to gametocytes
suggests a role in sexual stages. The two other unusual PSPs belong to Shewanella-like protein
phosphatases (SHLP) family, found only in bacteria, protists and plants. Despite the presence of a metallo-
phosphatase domain, SHLPs have tyrosine-phosphatase activity, and this is clearly the case for PfSHLP2
whose activity is inhibited by Tyr-phosphatase specific inhibitors. PfSHLP2 has been shown to be
released in the infected erythrocyte and to play a role in dephosphorylating Band 3, an erythrocyte
membrane protein involved in adhesion of the parasite to the host erythrocyte during the invasion process.

While searching for Plasmodium phosphatases involved in acquisition of host nutrients, Muller et al.
described PfGAP50 (Glideosome-associated protein 50), a secreted acid phosphatase. PFGAP50 contains
an N-terminal domain which has to be cleaved off for maturation, a C-terminal transmembrane domain
involved in correct localization into the inner membrane complex (a pellicle structure present on the
invading merozoite, critical for merozoite motility and viability), and a soluble domain belonging to the
family of metallo-dependent phosphatases. Analysis of biochemical properties of recombinant soluble
domain of PFGAP50 showed that this phosphatase was able to dephosphorylate a wide range of substrates
including nucleotides, phosphorylated sugars as well as inositol 1,4,5-triphosphate and pNPP (Muller,
2010). However this observation is controversial since the recent structure of PFGAP50 does not seem to
be compatible neither with phosphatase activity nor with pNPP binding (Bosch, 2012).

Two Plasmodium PTPs have been reported in the literature. PfYVH1 is a DSP highly active both on P-Tyr
and P-Ser residues. As described for YVHL1 phosphatases, PfYVHL1 is a zinc-finger protein and the
binding of Zn atoms to its C-terminal domain is necessary for optimal phosphatase activity. The
localization of PfYVHL in the nucleus of trophozoites, together with its interaction with a P. falciparum
homolog of yeast Pescadillo, suggest that this PFDSP may play a role in cell cycle progression at the
trophozoite stage. PfPRL, also named PfEP, is a Tyr-phosphatase which contains a prenylation site in its
C-terminal domain, and can be farnesylated in vitro. Interestingly, PFPRL seems to be exported beyond
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the infected erythrocyte membrane and is able to dephosphorylate parasite-specific proteins in
extracellular supernatants.

A phosphoglycerate mutase PfPGM2 has been characterized in P. falciparum. This enzyme is active on
PNPP and inactive on phosphonucleotides. Moreover, PFPGM?2 is able to dephosphorylate all P-Ser, P-Thr
and P-Tyr residues but is the most active against P-Thr. It has preference for acidic pH, which is a
characteristic for Histidine phosphatases. Unlike other PGMs, PfPGM2 has a prominent phosphatase
activity in contrast to weak mutase activity.

The only Nucleotide phosphatase described in Plasmodium is a bi-functional polynucleotide
kinase/phosphatase (PNKP). PNKPs are enzymes that can phosphorylate the 5-OH end and
dephosphorylate the 3-phosphate end of DNA. Several differences in the 5°- kinase domain of PfPNKP
may explain why this enzyme does not have 5’-kinase activity. Moreover, in light of its inability to
dephosphorylate double-stranded substrates that mimic single-strand breaks, it has been proposed that
PfPNKP action in DNA repairing may be restricted to overhanging termini of double-strand breaks.
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Table I1. Plasmodium phosphatases experimentally characterized

name
PlasmoDB Gene ID

references Phosphatase activity in vitro

Role in the parasite

Protein Serine/Threonine Phosphatases (PSPs)

PP1 Kumar, 2002

PF3D7_1414400 Battacharya, 2002
Blisnick, 2006

active on pNPP
inhibited by Calyculin A, Okadaic Acid

PP2A
PF3D7_0314400

Dobson, 1999
Yokoyama, 1998

active on pNPP: requirement of Mn2+
inhibited by Okadaic Acid

PPB Li, 1997
PF3D7_0925400

Dobson, 1999
Kumar, 2004b, 2005
Singh, 2013

active on pNPP: requirement of calmodulin; activated by Ca2+
inhibited by calmodulin antagonist, CylosporinA, FK506
resistant to Okadaic Acid

PP2B (CalcineurinA)
PF3D7_0802800

PP5 Dobson, 2001
PF3D7_1355500 Lindenthal, 2002

active on pNPP (activated with oleic acid) and MBP
inhibited by Okadaic acid
autoinhibitory role of Tetratricopeptide repeat

PPJ / PP7
PF3D7_1423300

Dobson, 2001
Kumar, 2004b

active on pNPP, 32P-phosphorylase a and phosphohistone:
requirement of Mn2+, no effect of Ca2+ or calmodulin

no activity on Pospho-Tyr peptide

PP7: activated by Ca2+, prefers phosphohistone as substrate
resistant to Okadaic Acid and microCystin

PPa/ PPKL Li 1998 active on 3-O-MFEP
PF3D7_1466100 Guttery 2012
Philip 2012

active on 3-O-MFP
resistant to microCystin and Okadaic Acid

SHLP1/Shelphl Patzewitz, 2013

PF3D7_1469200

SHLP2 /Shelph2
PF3D7_1206000

Femandez-Pol, 2013 active on pNPP: requirement of Mn2+
Tyr-Phosphatase activity
inhibited by sodium orthovanadate

resistant to microCystin and CalyculinA

GAP50 Miiller, 2010 active on ATP>TPP>G6P-F6P>pNPP
PF3D7_0918000 Yeoman, 2011 activity max at pH6, not metal ion-dependent
Bosch, 2012 However: Structure of soluble domain not compatible with phosphatase

activity and binding to pNPP

PP2C
PF3D7_1138500

Mamoun, 1998
Mamoun, 2001

full length and each PP2c half: active on P-casein: activated with Mg2+
or Mn2+

max activity with full length (dimerization necessary for full activity)
minimally inhibited by Okadaic Acid

RNA:i: inhibition of parasite cellular progression
Use of PP1 inhibitor (CalyculinA) on late schizonts: role of
PP1 in the release of infectious merozoites

use of Okadaic Acid: suggests crucial role of PP2A in
parasite cell cycle

stage specific expression: suggests role in sexual stages

use of PP2B inhibitors: role of PP2B in invasion processus
of erythrocytes

KO in Pb: differentiation into ookinetes impaired (female
specific);

PPKL is essential for gliding motility of ookinetes and for
mosquito invasion

KO in Pb: role in ookinete formation transition to oocysts
and parasite transmission (female specific)

release in erythrocyte and role on Band3: suggests a role in
invasion

no possibility to obtain parasites deleted from the PIGAP50
phosphatase domain: essentiality of the acid phosphatase
domain

no possibility to obtain PP2c KO parasites: essentiallity in
asexual stages

Protein Tyrosine Phosphatases (PTPs)

YVH1
PF3D7_0309000

Kumar, 2004a weakly active on pNPP, highly active on Phospho-Tyr and -Ser
mutated protein (C->S): inactive
inhibited by vanadate

resistant to fluoride, pyrophosphate, Okadaic Acid, microCystin

active on O-MFP and phosphorylated MBP
inhibited by sodium orthovanadate
resistant to a cocktail composed of
bromotetramisole+canthadrin+microCystin

PRL / PEP
PF3D7_1113100

Pendyala, 2008
Singh, 2009

Histidine Phosphatases, Nucleotide phosphatases and others

PGM2 Hills, 2011 active on pNPP and Phospho a.a. (Thre>Tyr>Ser)
PF3D7_0413500 Phosphatase activity > Mutase activity
PNKP Siribal, 2011 active on single /double-stranded DNA with phosphate groupe at 3'-
PF3D7_1363200 termini

highly active with Mn2+, Ca2+ or Mg2+

no 5-kinase activity

inhibited by sodium vanadate
MAPKP1 Balu, 2013

PF3D7_1305500

no possibility to obtain PGM2 KO parasites: essentiality in
asexual stages

KO in Pf: attenuated growth rate (complementation with full
length copy of MAPKP: rescue of the phenotype)

RNAi: RNAinterference
KO: Knock Out
Pb: Plasmodium berghei; Pf: Plasmodium falciparum

pNPP: p-Nitrophenyl Phosphate
O-MFP: O-methyifluorescein phosphate
MBP: Myelin Basic Protein
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Role of Plasmodium phosphatases in the parasite

In order to determine the function of a protein in Plasmodium, parasitologists can rely on the localization
of the protein, its stage specific expression or on the behavior of the parasites when treated with specific
inhibitors (when available). Another approach widely used for other parasites such as Trypanosoma is
abrogation of expression by synthetic interfering RNA or RNA interference (RNAI). This approach has
been used for PfPP1 for which phenotypic studies using RNAI confirmed its essential role in the parasite.
However, this observation is controversial, since the application of RNAi-based down regulation of
Plasmodium genes may be not applicable due to the absence of a complete RNAi machinery.

At present, the best way to measure the involvement of one specific protein is to generate parasites deleted
from the corresponding gene either in P. falciparum or in P. berghei. Four studies allowed the functional
characterization of PPKL, SHLP1 and a MAP-kinase phosphatase-1 (MAPKP1). While having no effect
on asexual blood stage development, the deletion of endogenous PbPPKL gene yielded abnormal P.
berghei ookinete development and differentiation. The distribution of micronemes in mutant parasites was
modified, leading to a failure in parasite motility and capacity to invade the mosquito epithelium. SHLP1
has been shown to play also diverse functions in ookinete biology and parasite transmission: the deletion
of SHLP1 gene resulted in impaired development of ookinetes and formation of micronemes, and to a
complete ablation of oocyst formation.

Concerning MAPKP1, a P. falciparum mutant with a PiggyBac insertion disrupting this gene, resulted in a
significantly slower growth rate of blood stages with delayed entry into the S/M phase of the cell cycle.
The complementation of mutant parasites with the full-length copy of MAPKP1 gene rescued the
phenotype thus confirming that the attenuated phenotype was due to the disruption of the MAPKP1 gene.
However, surprisingly, analysis of the phenotype of P. berghei parasites deleted for the Pb homolog of
this MAPK phosphatase revealed that the multiplication/growth rate was not different from wild type
parasites (http://www.pberghei.eu/index.php?rmgm=829). Moreover, the P. berghei mutant produced
normal oocyst numbers and the prepatent period in mice was similar to that of wild type parasites after
intravenous injection of sporozoites.

In the literature, two phosphatases, PGM2 and PP2C, have been described to have crucial role for the
parasite due to the inability to generate Knock Out (KO) parasites. Interestingly, attempts to generate P.
berghei deleted for another PP2C-like (not listed in Tables | and Il, not reported previously) were also
unsuccessful (http://www.pberghei.eu/index.php?rmgm=827) . These observations suggest that both of
these PP2C are essential during blood stage development/multiplication of the parasite, and that despite
the presence of a total of 12 PP2C-like putative phosphatases, they may not have redundant functions.

Moreover, even if the phosphatase activity of PFGAP50 is controversial, Yeoman et al. reported their
inability to generate transfectants deleted from the phosphatase domain of this enzyme, suggesting that
this domain may play an important enzymatic activity or structural role.
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While the inability to generate KO parasites can only suggest an essential role of the corresponding
protein, the recent availability of a system that tightly controls gene expression in P. berghei will allow the
functional characterization of essential proteins (Pino, 2012).

4. Regulators of PP1 and PP2A in P. falciparum

On the basis of many studies, prevailing views on the catalytic subunits of several phosphatases,
(including, but not limited to, PP1 and PP2A) responsible of the dephosphorylation activity, are that they
do not exist free in the cell and are associated to a number of different regulators or targeting proteins.
These partners are assumed to control the catalytic phosphatase activity per se, to determine its substrate
specificity and/or to define its localization.

PfPP1 Regulators

The Plasmodium falciparum phosphatase type 1 (or PfPP1) activity predominates among phosphatase
activity in this apicomplexan parasite (Yokoyama, 1998 ; Bhattacharyya, 2002). Gene knockdown
experiments indicate an essential role in the parasite asexual development as interference studies reveal
it’s implication in the growth of the blood stage parasite (Kumar, 2002). This confirmed an earlier
observation showing that the use of okadaic acid, a natural phosphatases toxin, inhibits parasite growth
mainly by interfering with PP1-like activity (Yokoyama, 1998 ; Bhattacharyya, 2002). Functional study
performed in Saccharomyces cerevisae evidence that PfPP1 is able to rescue the glc7- (PP1-) mutant
characterized by a low glycogen phenotype (Bhattacharyya, 2002) and revealed a glc7/PfPP1 functional
orthology. Moreover, PfPP1 is localized in both nucleus and cytoplasmic compartments (Daher, 2006) and
seems to be implicated in the release of infectious merozoites (Blisnick, 2006).

Despite PfPP1 importance in P. falciparum development, very little is known about its regulation. Recent
studies carried out in various eukaryotic organisms reveal the existence of PP1 interacting sub-units as key
mechanism of PP1 regulation. Most of these regulators inhibit PP1 activity and interact with the
phosphatase through an amino acid sequence present in the regulator and designated as the ‘RVxF’ motif.

In order to identify PfPP1 regulators, an examination of the P. falciparum genome was carried out.
Unexpectedly, this analysis did not lead to the identification of orthologs of some well-known and
described PP1 regulators such as the Inhibitor 1, GADD34 or PNUTS. This surprising observation
suggests specificity in P. falciparum phosphatase 1 regulation. However, this work led to the identification
of three potential PfPP1 binding proteins: PfLRR1, Pf inhibitor 2 (PfI2°"*) and Pf inhibitor 3 (PfI3™™)
(Daher, 2006 ; Freville, 2012 ; Freville, 2013).

The first of them, PfLRR1 is a P. falciparum homologs to the yeast sds22 *. Sds22" was described in
Schizosaccharomyces pombe as a cell division regulator, essential to the progression from metaphase to
anaphase by enhancing PP1 activity (Ohkura, 1991). PfLRR1 belongs to the Leucine Rich Repeat family
as it contains several LRR domains known to be involved in protein-protein interaction. In P. falciparum
extracts, PFLRRL1 is present in a complex with PfPP1. Moreover, PFLRR1 seems to be involved in cell
cycle regulation as functional studies using Xenopus oocytes revealed its ability to inhibit PP1 activity and
to trigger the G2/M transition (Daher, 2006). An essential role in parasite survival is suggested by the
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inability to obtain PFLRR1 knock-out parasite (J. Khalife, unpublished results) and by the fact that an
overexpression of its ortholog in Toxoplasma gondii can damage parasite growth (Daher, 2007a).

The second and third potential PP1 interactors, PfI2""* and PfI3"™, are similar to the mammalian inhibitors
2 and 3, known as PP1 essential regulators. In P. falciparum, reverse genetics studies revealed that Pfl12°*
and PfI3"™™ are as essential as PfPP1 itself for blood-stage parasite growth and/or survival as attempts to
obtain knock out parasites were unsuccessful. Localization studies indicated a main expression in the
nucleus at all blood-stage parasites (Figure 2A) (Freville, 2012 ; Freville, 2013) suggesting a potential
regulatory role on the activity of nuclear PfPP1 (Daher, 2006). In vitro and in vivo studies demonstrated
that both proteins are able to interact with PfPP1 and to regulate its activity. In vitro study and functional
study using the Xenopus model evidenced that PfI2"™* is able to inhibit PP1 phosphatase activity and to
override the G2/M checkpoint (Freville, 2013). Moreover, PfI2"™* “RVxF” motif seems to be involved in
PfPP1 regulatory activity. In regards to PfI3""*, in vitro assays demonstrated that the protein interacts with
PfPP1 mainly through the “RVXF” motif. Unexpectedly, the use of yeast model showed a lack of
functional orthology as PfI3”™ was unable to rescue 13 (YPi 1) deficient yeast. Further in vitro functional
assays revealed that PfI3”"*, unlike yeast 13, increased PfPP1 activity which may explain PfI3 inability to
complement I3 deficient yeast.

All together, these findings suggest that the regulation of the Plasmodium falciparum phosphatase 1 must
be tightly coordinated in the nucleus compartment. PfLRR1, Pfl2 and PfI3 may play critical roles in P.
falciparum development through negative and/or positive modulation of PfPP1 phosphatase activity
(Figure 2B).
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Figure 2. Characterization of PfPP1 regulators. A, Localization of Pfl2 and Pfl3 during erythrocytic cycle of P.
falciparum. PfI3-GFP photo was originally published in The Journal of Biological Chemistry. Freville, el al. 2012,
287:1306-21. © the American Society for Biochemistry and Molecular Biology. B, schematic representation of the
role of PfLRR1, Pfl2 and PflI3 on PfPP1. PfLRR1 and Pfl2 are inhibitors of PfPP1 while Pfl3 is an activator. The
resulting tightly controlled activity of PP1 may contribute to P. falciparum erythrocytic development.
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PP2A regulators

PP2A is a major serine/threonine phosphatase involved in some biological processes like signaling
pathway, mitosis, meiosis or apoptosis. During the mitosis, PP2A blocks the G2/M transition by
inactivating the MPF until DNA replication is complete. This inhibition is lifted by the kinase Greatwall
which inhibits PP2A. Moreover, PP2A is known to allow the cohesion between the sister chromatid
(reversed by the Polo-Like Kinase 1) and to induce the restructuring of the nuclear envelope and of the
Golgi apparatus during the mitosis exit. Structurally, PP2A is a holoenzyme composed of a catalytic
subunit named PP2Ac, a scaffold subunit (A subunit) and some regulatory subunits (B family subunit).
Each subunit presents two or more isoforms. PP2A is biologically present in dimeric (A+C) or trimeric
form (A+B+C) (Kremmer, 1997). However, the a4 protein can complex with the catalytic subunit of
PP2A without any other subunit for its stabilization (Kong, 2009). The regulation of PP2A is complex and
present three levels of regulation (Figure 3). First, the catalytic subunit itself can be regulated by post-
translational modifications. Indeed, PP2Ac may be inhibited by phosphorylation on the tyrosine in
position 307 (Y307). Moreover, the methylation of the C-terminal tail of PP2A (L309) by the Leucine
carboxyl methyltransferase 1 (LCMT 1) activates PP2Ac whereas its de-methylation by the PP2A methyl
esterase 1 (PME 1) inhibits PP2A. Then, the B regulatory subunits determine substrate specificity,
subcellular localization and catalytic activity of PP2A. For example the B560. (B’) subunit targets PP2A in
cardiomyocyte (Bhasin, 2007). In addition to these regulatory subunits, some independent proteins
regulate PP2A activities. Among these are the inhibitor 1 and the inhibitor 2 (11" and 12°"**) which
inhibit PP2A, and the a4 protein and the PhosphoTyrosyl Phosphatase Activator (PTPA) which activate
PP2A. Recent studies showed that a4 protein and PTPA are necessary to allow the active conformation of
PP2A catalytic subunit (for review: (Sents, 2012)).

In P. falciparum a homolog of PP2A named PfPP2A has been purified from parasites extracts and
characterized (Dobson, 1999). This protein seems to be essential for the parasite since the treatment of live
parasite with the natural phosphatase toxins okadaic acid, inhibits parasite growth (Yokoyama, 1998).

Concerning PP2A regulators, only one inhibitor has been characterized in Plasmodium, 12°°** named ARP
in P. falciparum (PfARP) or B7 in P. berghei. Like its human counterpart, PfI2°"** inhibits specifically
PP2A activity in Pf. This inhibition induces the hyper-phosphorylation of c-Jun in HeLa cells and the
activation of transcription factor AP1 and NFkB (Dobson, 2003). PfARP is believed to be the main
inhibitor of PfPP2A as its immunodepletion decreases the PP2A-inhibitory activity by 90% (Dobson,
2003). This protein is essential for the P. berghei since attempts to disrupt PbI2"™** gene were
unsuccessful (http://www.pberghei.eu/index.php?rmgm=246). In P. berghei, Pbl2°"* protein is encoded
by two different transcripts, one of 1.4kb specific for asexual stages and the second one of 1.8kb specific
for sexual stages of the parasite. The transcription of PbI2"** is active at ring stage, and still present in
mature trophozoites but is absent in schizonts (Pace, 1998). In addition to its role in inhibiting PP2A
activity, Pb12°"?* may play a role in nucleosome assembly as it exhibits a significant similarity with yeast
and human nucleosome assembly proteins and is localized in the nucleus (Birago, 1996).

While only 1277 has been experimentally characterized, examination of P. falciparum genome revealed
the presence of different putative regulatory subunits and regulators of PfPP2A. First, a homolog of the A
subunit is annotated and referenced in PlasmoDB. Concerning the LCMT1 and PMEL enzymes, involved
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in methylation/demethylation of PP2A, the presence in Pf genome of a putative LCMT1 together with the
absence of PMEL1 raises the question about the role of this post-translational modification in the activation
process of PP2A in the parasite. Among the B regulatory subunits described in eukaryotes, the only
putative member in Pf is a homolog of B’’. The C-terminal end of this putative PfB’” subunit aligns with
the human PR72 B’’ regulatory subunit and the PR130, a spliced variant of PR72. In human, PR72 is
present in heart and skeletal muscle, whereas the PR130 is detected in almost all tissues analyzed. Of note,
none of the tissues/organs analyzed are present in Plasmodium, suggesting a different role of the putative
PfB’’. Finally, putative homologs of the known regulators o4, PTPA and I17* are also present in

Plasmodium genome. The role of PfPTPA on PP2A activity is currently under investigation in our
laboratory.

Overall, very few homologs of known regulators of PP2A are found in P. falciparum, even at the in silico
level. This observation may indicate either a low number of substrates of PP2A in the parasite implicating

a less complex regulation of PP2A activity, or that the regulation of the enzyme may be undertaken by
other specific proteins.
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Figure 3. PP2A and its regulation. Schematic representation of PP2A and its regulation. All different subunits and
regulatory proteins involved in PP2A activation are illustrated. Proteins which are present in Plasmodium falciparum
according to in silico studies are indicated by black stars.

Concluding Remarks: Phosphatase holoenzymes as drug targets

Based on the latest data and observations on the essentiality of phosphatases function, it should be
emphasized that these enzymes could be as suitable targets as kinases. This is further supported by the fact

that a change in the phosphorylation state of a protein at any given time is the result of a balance between
kinases and phosphatase activities.
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Most of the natural toxins are potent inhibitors of PP1 and PP2A with a low specificity. In the case of
pathogens, targeting the catalytic subunit of these phosphatases itself would not be strongly recommended
given the high identity with those of humans. However, an alternative approach could be more specific by
targeting the regulators of these enzymes. In this context, a recent study showed that the selective
inhibition of GADD34, a human regulator of PP1, by guanabenz (an a2-adrenergic receptor agonist) was
able to restore proteostasis and to protect stressed cells (Tsaytler, 2011). As to P. falciparum, it is expected
that it would express specific regulators of phosphatases that could be selectively blocked by small
inhibitor molecules. In this regard, we have already reported the feasibility of such approach implicating
conserved regulators of PP1. Indeed peptides derived from PfI2°"* or PfI3""* and competing with RVxF
binding sites in PP1 exhibit anti-plasmodial activity against blood stage parasites in vitro (Freville, 2013).

This supports that interfering with the interaction of phosphatases-regulators could be a novel means to
control malaria.
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