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Résumé

L’un des obstacles majeurs au développement de nouveaux antipaludiques est notre
connaissance limitée de la biologie parasitaire et la rareté des cibles thérapeutiques poten-
tielles identifiées. Les interactions protéines-protéines sont impliquées et essentielles dans
divers processus biologiques incluant les modifications post-traductionnelles. Les interac-
tions substrats-kinases ou phosphatases sont considérées comme une liaison transitoire et
jouent un role central et essentiel dans le cycle cellulaire de Plasmodium. La Ser/Thr Pro-
téine Phosphatase de Type 1 (PP1), l'une des phosphatases majeurs des eucaryotes, est
essentielle & la survie du parasite Plasmodium falciparum, responsable du paludisme. Elle
est régulée par diverses sous-unités régulatrices dont plus de 200 ont été identifiées chez
I’Homme, mais seulement 4 chez Plasmodium.

Afin d’explorer le réseau de régulation de la P. falciparum PP1 (PfPP1), nous avons
utilisé trois approches complémentaires pour caractériser l'interactome de la PfPP1. La
purification par co-affinité suivie d’une analyse par spectrométrie de masse a identifié 6
protéines interagissant avec la PfPP1 dont 3 contenaient le motif consensus d’interaction
RVxF, 2 autres le motif Fxx[RK|x|RK], également connu pour interagir avec la phosphatase
et une protéine avec les deux motifs de liaison. Le criblage par double hybride chez la
levure a identifié 134 protéines dont 30 présentent le motif RVxXF et 20 ont le motif de
liaison Fxx|RK|x|RK]. Le criblage in silico du génome de P. falciparum, en utilisant une
séquence consensus du motif RVxF, a révélé 55 partenaires potentiels de la PfPP1. Afin de
confirmer 'interaction de certaines protéines, 35 partenaires candidats ont été validés par
un test d’interaction de type ELISA. Les résultats ont permis de détecter aussi bien des
partenaires conservés de la PP1 qu’un nombre élevé d’interacteurs spécifiques a la PP1 du
parasite et montrent une grande diversité dans les fonctions biologiques impliquant la PP1
chez Plasmodium.

Parmi ces candidats, un partenaire appelé Gametocyte EXported Protein 15 (GEXP15)
a été sélectionné et caractérisé. Cette protéine est surexprimée chez les gamétocytes, stade
responsable de la transmission du parasite chez le moustique et son interaction avec la
PP1 a été confirmée par double hybride chez la levure et GST pull-down. L’utilisation
d’un mutant a démontré que la formation du complexe était RVxF-dépendante. Le role de
GEXP15, comme activateur de l'activité phosphatase de la PfPP1, a été montré in vitro.
L’étude chez P. berghei a permis de mettre en évidence la co-localisation des deux protéines
et la présence du complexe chez le parasite. L’exploration de la fonction biologique de
GEXP15 chez P. falciparum et P. berghei est en cours. Les résultats préliminaires, obtenus
& partir de parasites mutants délétés pour GEXP15, indiqueraient que la protéine a une
influence sur le cycle sanguin de P. berghe.

Plasmodium, PP1, interactome, GEXP15, motif RVxF
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Abstract

A major obstacle in the development of novel anti-malarials is our limited knowledge of
basic parasite biology and the paucity of identified potential intervention targets. Protein-
protein interactions are involved and essential in broad range of biological processes inclu-
ding the post-translational modifications. Substrate-kinase or phosphatase interactions are
considered as transient binding and play a central and essential role in Plasmodium cell
cycle. The Ser/Thr Protein Phosphatase Type 1 (PP1), one of the main contributors of eu-
karyotic phosphatase activity, is essential to malaria parasite Plasmodium falciparum and
is highly regulated by many regulatory subunits. In humans, there are about 200 distinct
regulators, however, only 4 have been so far reported in Plasmodium.

To explore the P. falciparum PP1 (PfPP1) regulatory network as complete as possible,
we carried out three complementary approaches to characterize the PfPP1 interactome.
Co-affinity purification followed by mass spectrometry-based proteomics identified 6 PfPP1
interacting proteins of which 3 contained the RVxF consensus binding motif, 2 partners
with a Fxx|RK]|x[RK] binding motif, one with both binding motifs. The yeast two-hybrid
screening identified 134 proteins of which 30 have the RVxF binding motif and 20 contain
the Fxx|RK|x[RK] binding motif. The in silico screen of the P. falciparum genome using a
consensus RVxF motif as template revealed the presence of 55 potential PfPP1 interacting
proteins. As further demonstration, 35 candidate partners were validated in an independent
ELISA-based assay using recombinant proteins. The data reports several conserved PP1
interacting proteins as well as a high number of specific interactors to PfPP1, indicating a
high diversity of biological functions for PP1 in Plasmodium.

Among these candidates, one partner assigned as Gametocyte EXported Protein 15
(GEXP15) has been selected and characterized. This protein is over-expressed during ga-
metocyte stage, responsible for the transmission of the parasite in the mosquito and its
interaction with PP1 was validated by yeast two-hybrid and GST pull-down. The use of
a mutant demonstrated that the formation of the complex was RVxF-dependent. The role
of GEXP15 as an activator, in vitro, of the phosphatase activity of PfPP1 was shown. The
study in the parasite P. berghei revealed a co-localization and interaction of GEXP15 and
PP1lc. The biological function of GEXP15 is being investigated in P. falciparum and P.
berghei. Preliminary results, obtained from mutant parasites deleted for GEXP15, would
indicate that the protein is involved in the P. berghei multiplication.

Plasmodium, PP1, interactome, GEXP15, RVxF motif
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"The parasite has been killing children, injuring children, and sapping the strength of
whole populations for tens of thousands of years...

Now, we can chart a course to end it."

Bill Gates, 2011
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Introduction

A Le paludisme

I Le paludisme : de Toutankhamon a Ronald Ross

OUTANKHAMON a-t-il succombé au paludisme ? Depuis la découverte de son tombeau
T en 1922, la mort du pharaon fait débat. La consanguinité de sa lignée serait a ’origine
de sa santé précaire mais deux facteurs ont été avancés comme étant prépondérants dans
sa mort, une fracture a la jambe et un paludisme (Hawass et al. 2010). La présence de cette
maladie a également été détectée sur des momies encore plus anciennes, qui date d’il y a
4000 ans environ, confirmant que 'origine du paludisme est trés probablement antérieure
a cette époque (Nerlich et al. 2008). Celle-ci pourrait remonter jusqu’a 50000-100000 ans
auparavant dans le cas du parasite le plus fatal pour I'Homme (Joy et al. 2003).

L’un des écrits les plus anciens concernant le paludisme est le papyrus d’Ebers (1500 av
JC), qui fait allusion a des fiévres mortelles pouvant correspondre a la maladie. En effet,
la région du Nil était trés propice a cette époque au développement et & la propagation
du paludisme. Par la suite, en Inde, Charaka et Susruta font état de fiévres liées aux
piqtires d’insectes (Gupta et al. 2014) et a la méme époque, Hippocrate décrit des fidvres
a fréquences variables.

Le paludisme continua de ravager le monde et les différentes époques, de ’empire romain
(Marciniak et al. 2016) en passant par la traite négriére, a l'origine de l'introduction de la
maladie en Amérique du Sud (Yalcindag et al. 2012). Certains des plus grands noms de
I’Histoire, tels qu’Alexandre le Grand et Genghis Khan, auraient succombé a la malaria
alors que d’autres comme Christophe Colomb ou George Washington ont été porteurs a
un moment donné de leur vie.

En 1717, Giovanni Maria Lancisi décrit dans son ouvrage "De noxiis paludum effluviis
eorumque remediis", la pigmentation noire qu’il observe sur des rates et cerveaux. Il sup-
pose que le moustique et les zones marécageuses seraient impliqués (Cook et Webb 2000)
et utilise le mot mal’aria signifiant mauvais air. Paludisme, lui, dérive du latin "palus"
signifiant marais.

Mais les premiéres découvertes scientifiques s’enchaineront plus particuliérement vers
les années 1880. Tout d’abord, la bactérie Bacillus malariae fut présentée comme res-
ponsable du paludisme par Tommasi-Crudeli et Klebs (Cox 2010). Dans le méme temps,
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A - Le paludisme Introduction

Laveran, un officier de 'armée frangaise présent en Algérie, observa en 1878 a Bone, des
corps sphériques et des formes en croissant trés pigmentées au niveau des globules rouges
(FIGURE 1). Puis en 1880 a Constantine, il confirma ses premiéres observations en visuali-
sant I’ex-flagellation d’un gamétocyte male. Il est alors str de lui et présente ses résultats.
Le paludisme serait causé par un protozoaire Oscillaria malariae et le moustique aurait
une implication.

-\h-}‘;.nmh tpehs Lo L oy feia )

FIGURE 1 — Illustration de différents stades de Plasmodium falciparum observés par
Laveran sur du sang frais. Les étapes d’ex-flagellation et les structures pigmentées, & l'origine
de la découverte, sont particuliérement représentées (par Laveran, 1880).

Cependant, la communauté scientifique, pour qui a cette époque, seules les bactéries
étaient responsables des maladies, rejeta ces travaux. Mais peu a peu, cette découverte
fut confirmée et validée au cours des années qui suivirent. Le prix Nobel de médecine fut
décerné & Alphonse Laveran en 1907.

Ce fut en 1897, que Ronald Ross prouva scientifiquement que le moustique, alors large-
ment soupgonné, était le transmetteur du paludisme. Il démontra, aprés des collaborations
avec Laveran et Manson, que Culer fatigans transmet le parasite Proteosoma relictum,
responsable de la malaria chez les oiseaux. Lors d’une piqiire de moustique, les parasites
continuent leur développement dans 'intestin de I'insecte puis migrent dans les glandes sa-
livaires. En 1898, Grassi démontra que le moustique est également le vecteur chez I’Homme
(Cox 2010). Ross recevra le prix Nobel de médecine en 1902.

II Plasmodium : un parasite apicomplexe

Autour des années 1885, trois scientifiques Italiens, Camillo Golgi, Ettore Marchia-
fava et Angelo Celli étudient le protozoaire responsable de la malaria. Le premier, Golgi,
montre que les fiévres peuvent étre tierces ou quartes selon la fréquence de celles-ci, 48h
ou 72h respectivement (Cox 2010). Ces fiévres sont liées a I’éclatement des globules rouges
infectées et au relargage des parasites dans le sang. Il attribue la différence de fréquence a
deux espéces de parasites distinctes, Haemamoeba vivar et Haemamoeba malariae. Ettore
Marchiafava et Angelo Celli identifient, quant & eux, le parasite de Laveran, Laverania
malariae, qu’ils distinguent des parasites de Golgi et utilisent le terme Plasmodium. Plus
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tard, ces parasites ont été renommés Plasmodium vivaxr et Plasmodium malariae pour ceux
décrits par Golgi et Plasmodium falciparum pour celui de Marchiafava et Celli.

1 Généralités des Apicomplexa

Plasmodium, le parasite responsable du paludisme, est un eucaryote, du sous-régne des
Harosa, division Alveolata et embranchement Apicomplera (ou Sporozoa). Plus de 6000
espéces y sont classées mais ce nombre pourrait étre bien plus conséquent que cela (>10°)
(Adl et al. 2007). La subdivision des apicomplexes diverge selon les époques (Levine 1970)
mais aussi selon les études (Morrison 2009). Cependant, ils peuvent étre regroupés en deux
classes Conoidasida et Aconoidasida, qui sont subdivisées en Coccidia et Gregarinia pour la
premiére classe, Piroplasmida et Haemospororida pour la seconde (Morrison 2009 ; Perkins
et al. 2000). Les apicomplexes sont principalement des parasites intracellulaires obligatoires
(Morrissette et L. D. Sibley 2002). Parmi ceux-ci, on trouve par exemple, Cryptosporidium
parvum (Coccidia), les genres Theileria et Babesia (Piroplasmida), Toxoplasma gondii
(Coccidia) et les Plasmodium (Haemospororida).

Apicomplexa vient du latin apex et complexus faisant référence au complexe apical,
caractéristique de ce phylum. En plus des différents éléments composant ce complexe,
d’autres organites sont aussi distinctifs (FIGURE 2) (Levine et al. 1980) :

Conoide : Structure composée de microtubules qui sont disposés en spirale formant
un coéne au podle apical du parasite. Il pourrait permettre de faciliter mécaniquement
la pénétration des cellules hotes (Morrissette et L. D. Sibley 2002). Il est absent chez
les Aconoidasida.

Anneau polaire apical : Centre organisateur des microtubules. Il sert de point d’an-
crage pour les microtubules subpelliculaires. Ces derniers dont le nombre et la forme
divergent selon les genres, jouent un role dans la forme du parasite (Morrissette et
L. D. Sibley 2002).

Complexe membranaire interne : Composé de sacs alvéolaires aplatis, le complexe
se situe juste en dessous de la membrane plasmique du parasite formant ainsi une
pellicule de trois couches. Il est lié avec la membrane plasmique et les microtubules
subpelliculaires, ce qui lui permet d’assurer une certaine stabilité structurale et de
servir de point d’ancrage au complexe actine-myosine (C. R. Harding et Meissner
2014). L’espace entre la membrane plasmique et le complexe pourrait également ser-
vir dans le stockage du calcium dont 1'utilisation par les kinases calcium-dépendent
a été démontrée (Holder et al. 2012).

Micronémes : Organites allongés jouant un role dans 'invasion des cellules hotes en
sécrétant des protéines qui permettront l'interaction avec la cellule cible (Blackman
et Bannister 2001).

Rhoptries : Organites sécrétoires en forme de club de golf ou de la lettre Rho dont
elles tirent leur nom. Le nombre varie en fonction du genre. Le mérozoite de P.
falciparum en posséde 2 alors qu’il y en a 8 chez le tachyzoite de T. gondii. Le
contenu, constitué de protéines et de lipides, est libéré au cours de l'internalisation
du parasite et pourrait jouer un roéle dans la formation de la vacuole parasitophore.
Celle-ci permet au parasite de se protéger au sein de la cellule hote et de créer un
environnement propice a sa multiplication (Blackman et Bannister 2001).
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Granules denses : Vésicules sécrétrices qui, une fois le processus d’invasion complété,
migrent vers le complexe membranaire interne et libérent par exocytose leur contenu
dans la vacuole parasitophore (Blackman et Bannister 2001).

Apicoplaste : Ses quatre membranes prouvent que cet organite est issu d’une endo-
symbiose secondaire d’une algue rouge. Il est présent chez T. gondii et P. falcipa-
rum mais semble avoir été perdu par certains apicomplexes comme Cryptosporidium
spp.. L’apicoplaste se situe, a tous les stades, & proximité de I’'unique mitochondrie
et leur activité semble étre dépendante I'une de 'autre. Il posséde un génome cir-
culaire de 35kb et code dans la plupart des espéces moins de 50 protéines. En effet,
une grande partie des génes originaires de cette endosymbiose ont été transférés sur
I’ADN nucléaire. L’apicoplaste est indispensable a la survie du parasite et héberge
différentes voies métaboliques comme la synthése d’acides gras (Lim et McFadden
2010).
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FIGURE 2 — Comparaison morphologique entre deux apicomplexes. Les parasites de ce
phylum sont trés polarisés et possédent des organites spécifiques. Le complexe apical comprend les
rhoptries, les micronémes et les microtubules issus de ’anneau apical. L’échelle de représentation
du tachyzoite de Tozoplasma gondii (10 pm) et du mérozoite de Plasmodium falciparum (1.51m)
n’est pas respectée (d’aprés (Baum et al. 2006)).

Dans le cas de Plasmodium (FIGURE 2), celui-ci ne posséde pas de conoide (Aconoi-
dasida) mais contient ’anneau apical, les trois types d’organites de sécrétion, le complexe
membranaire interne et les microtubules subpelliculaires. Il dispose également d’une seule
et unique mitochondrie et aussi d’un apicoplaste (Baum et al. 2006).
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2 Phylogénie de Plasmodium

En 2013, plus de 200 espéces de Plasmodium ont été recensées, mais ce nombre est
probablement plus important encore (Martins et Daniel-Ribeiro 2013). Les parasites in-
fectent divers métazoaires qui peuvent étre des reptiles, oiseaux ou mammiféres. Il est
intéressant de noter que les hotes vertébrés ont tous comme vecteur des moustiques de la
famille Culicidae, sauf dans le cas particulier de P. mexicanum dont le vecteur fait partie
de la famille des Psychodidae (Ayala et D. Lee 1970). Les oiseaux et reptiles ont principale-
ment comme vecteurs des Culicinae alors que les mammiféres sont exclusivement infectés
par des moustiques du genre Anopheles (Martinsen et al. 2008). On peut donc envisager
que la spécialisation des Anopheles est liée au changement des Plasmodium ciblant les
mammiféres.

Cing espéces de parasites sont décrites comme pouvant affecter 'Homme. Parmi celles-
ci, on retrouve les trois espéces décrites a l'origine par Laveran et Golgi, Plasmodium fal-
ciparum, Plasmodium vivax et Plasmodium malariae, auxquelles s’est ajoutée Plasmodium
ovale en 1914 (Stephens 1914). La cinquiéme et derniére espéce est Plasmodium knowlesi.
Ce parasite a tout d’abord été identifié en 1932 comme infectant les macaques (Knowles et
al. 1932). Le premier cas humain n’a été décrit qu’en 1965, suite au retour d’'un Américain
ayant contracté la malaria au cours d’un sé¢jour en Malaisie (Chin et al. 1965). Il est inté-
ressant de noter que P. falciparum, ’espéce la plus virulente pour ’Homme, ne semble pas
étre forcément plus proche d’un point de vue évolutif des autres espéces infectant I’Homme
mais plutdt de P. reichenowi, une espéce que 1'on retrouve chez le chimpanzé (FIGURE 3).
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F1GURE 3 — Phylogénie entre différentes espéces de Plasmodium infectant les primates,
rongeurs ou oiseaux. Neighbour-Joining construit & partir des séquences en acides aminés des
trois protéines mitochondriales et avec la distance v de 0,3. Les valeurs de bootstrap sont indiquées
sur Parbre phylogénétique et constituées sur 1000 réplications (d’aprés (Hayakawa et al. 2008)).

82 Primate parasite group 1

99

59

96

] Primate parasite group 2

0.02
[—————

Parmi les espéces de parasites présentes chez le rongeur, outre P. yoelii et P. chabaudi
indiquées sur la FIGURE 3, on peut inclure P. berghei qui est un modéle classique d’étude
expérimentale.
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IIT Le paludisme : un enjeu majeur de santé publique
1 Des chiffres élevés mais des chiffres en baisse

429 000. C’est I'estimation du nombre de décés dus au paludisme dans le monde en
2015 selon 'OMS alors que le nombre de cas est d’environ 212 millions (WHO 2016).
Ces chiffres sont difficiles a évaluer puisque la maladie est présente dans des zones ou
la couverture médicale est parfois insuffisante. Cette maladie est présente dans 91 pays
endémiques réparties sur le continent Africain, Sud Américain et Asiatique (FIGURE 4)
méme si la moitié de la population mondiale se situe dans une zone a risques.
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FIGURE 4 - Pays endémiques au paludisme entre 2000 et 2015. 91 pays sont considérés
comme endémiques en 2015. Un pays est considéré comme ayant éliminé le paludisme si aucun cas
n’est détecté pendant 3 années consécutives (d’aprés (WHO 2016)).

En 2015, PTOMS a estimé que 90% des cas et 92% des morts causés par le paludisme se
situent en Afrique et 7% et 6% respectivement en Asie du Sud-Est. Une vaste majorité des
cas (76%) et des déces (75%) se situent uniquement dans 13 pays, 12 Africains et 'Inde.
Le Nigeria représente a lui seul 29% de 1’ensemble des cas recensés dans le monde et 26%
des déces. Les enfants de moins de 5 ans correspondent a 70% des décés, ce qui correspond
a un enfant mort toutes les deux minutes. P. vivax représente 4% des cas mondiaux mais
atteint les 41% en excluant ’Afrique et a causé environ 3100 décés alors que 99% des déces
sont dus & P. falciparum.

Entre 2000 et 2015, la morbidité a diminué de 41% et la mortalité a chuté de 62% et
dans le cas des enfants de moins de 5 ans de 69% (FIGURE 5). Ces baisses auraient permis
de sauver 6.8 millions de personnes et contribuent a la hausse de la longévité qui a été
observée en Afrique méme si le paludisme n’est pas le seul facteur ayant permis d’obtenir
ces résultats (contribution de l'ordre de 70%). Durant cette période, 17 pays ont réussi a
éliminer le paludisme et en 2015, 10 autres pays étaient sur le point de s’en débarrasser
avec moins de 1000 cas observés (WHO 2016).
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FIGURE 5 — Modélisation de I’endémie causée par P. falciparum en Afrique en 2000 et
2015. Les cartes montrent le pourcentage d’enfants agés entre 2 et 10 ans infectés par P. falciparum
dans les pays Africains endémiques durant ’année 2000 et 2015. PfPR=Plasmodium falciparum
parasite rate (d’aprés (Bhatt et al. 2015)).

2 Impact financier

La diminution observée dans le nombre de cas et de décés au cours des 15 derniéres
années a eu un impact non négligeable sur le PIB des pays affectés. En effet, ’estimation
de la valorisation économique se chiffre & environ 2000 milliards de dollars dans le monde
dont 1800 pour le continent africain, ce qui représente 44% du PIB des pays endémiques.

En 2015, le financement mondial pour lutter contre le paludisme était de 2.9 milliards
de dollars dont 32% venant des pays endémiques et 35% des Etats-Unis. La France et la
fondation Bill & Melinda Gates représentent respectivement 3.2% et 1.2% (WHO 2016).
Cet argent est employé dans les systémes de santé, la prévention et le traitement. Le Fonds
mondial centralise 45% du financement total, qui le réattribue en fonction des besoins.
611 millions de dollars ont été attribués en 2014 en recherche et développement pour la
lutte contre le paludisme. Ces fonds sont principalement répartis en trois domaines, les
anti-paludiques (35%), les vaccins (28%) et la recherche fondamentale (27%).

3 Les objectifs 2030

L’OMS a fixé comme objectif une réduction de 90% du nombre de cas et de décés en
2030 par rapport aux chiffres de 2015, ce qui correspond & environ 42 000 décés par an.
Le deuxiéme objectif est d’éliminer le paludisme dans 35 pays endémiques et d’empécher
la réapparition dans les nouveaux pays exempts. Des objectifs intermédiaires ont été fixés
pour 2020 et 2025 (WHO 2016). Cependant, afin d’atteindre ces objectifs, ’TOMS estime
que le budget pour lutter contre le paludisme doit doubler d’ici 2020.
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IV Une once de prévention vaut une livre de guérison

Cette citation de Benjamin Franklin (1750) prend tout son sens lorsque I'on parle de
lutter contre le paludisme. En effet, au cours du XX¢ siécle, le drainage des eaux stagnantes
et le défrichage de la végétation aquatique ont permis d’éradiquer les stades larvaires du
moustique et ainsi du paludisme en France et aussi dans plusieurs autres pays (Kitron et
Spielman 1989). Cependant, dans les zones les plus a risques, les conditions climatiques
ne sont pas toujours propices a l'asséchement des eaux stagnantes, limitant fortement la
réduction des populations de moustiques. Les diminutions récentes du nombre de cas et de
décés sont principalement dues & une meilleure prévention qui passe par une sensibilisation
de la population et 'utilisation de moustiquaires, moyen le plus efficace.

1 Eviter la piqtre

Selon une étude réalisée entre 2000 et 2015 sur I’Afrique, environ 450 millions de cas
cumulés, auraient été évités uniquement par 'utilisation de moustiquaires imprégnées d’in-
secticide (MII). Cette méthode de prévention aurait contribué a hauteur de 68% des cas
totaux évités (Bhatt et al. 2015). Cette diminution a été rendue possible puisqu’entre 2013
et 2015, 510 millions de MII ont été délivrées en Afrique Subsaharienne. Cependant, seule-
ment 53% de cette population dort sous une MII en 2015 méme si ce nombre est en forte
augmentation par rapport aux 5% constatés en 2005 (FIGURE 6). Malgré cette hausse, il
reste donc un effort a faire pour que ’ensemble de la population ait accés a ce moyen de
protection.

100%
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Population ayant acces au MIl dans le ménage

80% Ménage avec assez de MII pour tous les occupants

60%
40%

20%

Proportion of population at risk or households
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FIGURE 6 — Proportion de la population ou des foyers a risques possédant et/ou
dormant sous une moustiquaire imprégnée d’insecticide (MII) (d’aprés (WHO 2016)).

Un autre moyen permettant de limiter les risques de piqtire est 1'utilisation d’insecti-
cides soit en portant des vétements longs imprégnés soit par pulvérisation des foyers. Il
a été estimé que l'utilisation des sprays d’insecticides & l'intérieur aurait contribué a une
diminution des cas de 13% entre 2000 et 2015 (Bhatt et al. 2015). Il y aurait 3.7% de la
population vivant dans une zone & risques qui se protége avec cette méthode.

Seulement 57% de la population Sub-saharienne se protége avec les MII ou les insecti-
cides, ce qui est en hausse par rapport aux années précédentes (37% en 2010) mais reste
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encore insuffisant dans l'optique d’éradiquer la malaria (WHO 2016).

Mais la principale inquiétude est suscitée par l'apparition de résistances envers les
principaux insecticides utilisés. Quatre classes d’insecticides sont disponibles, les pyréthri-
noides, organochlorés (DDT), carbamates et les organophosphates. Les pyréthrinoides sont
les insecticides les plus répandus puisqu’ils sont les seuls imprégnés sur les moustiquaires.
Mais depuis déja de nombreuses années, de plus en plus de cas de résistances sont recensés
quel que soit le pays endémique touché et quelle que soit 'espéce d’ Anopheles impliquée (IR
Mapper 2017). Plus des 3/4 des pays endémiques ont recensé une résistance aux pyréthri-
noides mais son impact sur une éventuelle inefficacité des MII n’est pas encore clairement
établi (WHO 2016).

Les insecticides a base de pyréthrinoides ou de DDT ciblent les canaux sodiques voltage-
dépendants situés dans les neurones des moustiques. Ils permettent de retarder la fermeture
des canaux entrainant une perte d’excitabilité induisant ainsi la mort des cellules et de
Porganisme. Les mutations L1014F ou L1014S du canal sodique sont les substitutions les
plus courantes qui ont été décrites comme pouvant permettre aux anophéles de résister aux
insecticides (Martinez-Torres et al. 1998 ; Ranson et al. 2000). Il a également été montré
qu’une sur-expression de certains cytochromes P450 provoquerait une métabolisation des
insecticides occasionnant une détoxification de ceux-ci (Ranson et al. 2011).

Cette inquiétude vis-a-vis des résistances est méme accrue par 1’émergence de mous-
tiques multi-résistants. En effet, les pyréthrinoides et le DDT possédent le méme mode
d’action ce qui par conséquent favorise ’apparition de moustiques résistants aux deux in-
secticides (Ranson et al. 2000). La hausse d’activité des oxydases permettrait également
de détoxifier a la fois les pyréthrinoides et les carbamates (Brooke et al. 2001).

L’OMS recensa en 2010 60 pays ayant déclaré I’apparition de résistances envers une
classe d’insecticides sur les 73 pays endémiques dont les données sont disponibles (FIGURE
7). Des résistances ont méme été signalées dans 50 pays pour au moins deux classes d’insec-
ticides (WHO 2016). Ces chiffres indiquent clairement que de nouveaux insecticides seront
nécessaires dans le futur et que la dépendance notamment aux pyréthrinoides doit étre
réduite et controlée.

2 Chimioprophylaxie

En moyenne 2169 cas de paludisme sont rapportés en France chaque année. Bien que le
pays soit non endémique, ces cas correspondent a des personnes déclarant le paludisme de
retour d’un voyage effectué principalement en Afrique (Tatem et al. 2017). Ces chiffres sont
élevés, puisque la France est le pays présentant le plus de cas importés, et pourraient étre
encore plus important sans chimioprophylaxie. En effet, il est fortement conseillé aux futurs
voyageurs visitant un pays endémique, de se faire prescrire des antipaludiques. Ceux-ci vont
empécher la multiplication des parasites lors du cycle érythrocytaire. La chimoprophylaxie
ne garantit pas une efficacité de 100%, c’est pourquoi 'utilisation de moustiquaires et
d’insecticides reste nécessaire et qu’en cas de fiévre, la consultation d’un spécialiste est
indispensable. Différents antipaludiques sont disponibles sur le marché, la chloroquine seule
ou en association avec le proguanil, ’atovaquone-proguanil, la doxycycline et la méfloquine
(Santé publique France 2015). Le choix d’utilisation ou d’association se fait sur la base de
plusieurs données : la zone visitée (résistances, intensité), la période et la durée du séjour
et aussi la physiologie du patient. Ces médicaments sont souvent & prendre avant, pendant
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FIGURE 7 — Répartition des résistances aux insecticides observées entre 2005 et 2017.
La plupart des pays endémiques ont répertorié des cas de résistances par Anopheles spp. aux
insecticides de différentes classes. Les cas confirmés, possibles et de susceptibilités sont indiqués en
rouge, orange et vert respectivement (d’aprés (IR Mapper 2017)).

et aprés le séjour. Ils sont également plus ou moins bien tolérés par l'organisme et une
attention particuliére doit étre portée dans le cas des femmes enceintes (Santé publique
France 2015).

Un traitement préventif est conseillé dans le cas des femmes enceintes et des nouveau-
nés vivant dans les zones a forte transmission. Bien que ['utilisation de sulfadoxine-
pyriméthamine chez les enfants en bas dge a montré son efficacité en diminuant les cas
cliniques et le risque d’anémie (Aponte et al. 2009), celle-ci n’est pour l'instant pas ancrée
dans les politiques antipaludiques des pays endémiques (WHO 2016).

Un autre type de traitement préventif, par intermittence saisonniére, a été adopté
par certains pays Africains. L’utilisation d’amodiaquine associée avec de la sulphadoxine-
pyriméthamine permet de réduire d’environ 75% les cas de paludisme sévére chez les enfants
de moins de 5 ans (Meremikwu et al. 2012).

3 Vaccins

L’un des plus grands espoirs pour ’éradication de la malaria repose sur la création
d’un vaccin efficace qui permettrait de protéger les populations. De nombreux vaccins
sont en cours de test ou 'ont été (WHO 2017). Certains vaccins sont basés sur un seul
antigéne (RTS,S/AS01) alors que d’autres utilisent une combinaison de plusieurs antigénes
afin d’accroitre le nombre de cibles parasitaires (MuStDO5), ou afin de cibler différentes
étapes du cycle (NYVAC-P{7). Cependant, ces deux derniers vaccins n’ont pas montré une
protection suffisante chez les volontaires testés, ce qui a entrainé I’arrét des essais cliniques
(Ockenhouse et al. 1998 ; Richie et al. 2012).
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De nombreux autres vaccins n’ont pas obtenu les effets escomptés et seulement un seul
candidat vaccin est pour l'instant & un stade avancé. Il s’agit du RTS,S/AS01 développé
par GlaxoSmithKline qui se base sur des régions répétées de la protéine pré-érythrocytaire
circumsporozoite (CSP) de P. falciparum. 11 est le seul vaccin a avoir atteint les essais
cliniques de phase III dont les résultats montrent une meilleure efficacité chez les enfants
de plus de 5 mois par rapport aux nouveau-nés. En effet, I'efficacité vaccinale est de 56%
pour les enfants contre 31% pour les nourrissons, 12 mois aprés la troisiéme injection. Cette
efficacité décroit au fur et & mesure, passant de 56% au 12¢™¢ mois a 46% au 18*™¢ mois
(Agnandji et al. 2015). Aprés avis positif de I’Agence Européenne des Médicaments, en
2015, ’'OMS préconise une utilisation du RTS,S/AS01 dans trois zones Africaines pour
recueillir encore davantage de données (WHO 2016).

L’utilisation de sporozoites atténués par irradiation (Clyde et al. 1973), par knock-
out (Kublin et al. 2017) ou en combinaison avec la chloroquine (Mordmiiller et al. 2017),
permet également de protéger les individus et reste une piste étudiée pour immuniser les
individus.

V  Symptomes

Malgré 'existence de différents moyens de prophylaxie, 212 millions de cas de paludisme
ont été recensés en 2015. A la suite d’une piqtre par un anophéle femelle, 'individu ne
présente des symptomes qu’aprés 7 & 30 jours. Ce délai s’explique par le fait que ces
signes cliniques ne sont visibles qu’a partir du cycle érythrocytaire du parasite et non
pas auparavant (phase hépatique). Ces manifestations dépendent du statut immunitaire
de I’hote, de I'espéce de Plasmodium impliquée et de 1’dge ou du nombre d’infections
déja subies par l'individu. En effet, les individus plus 4gés des zones & forte transmission,
acquiérent une certaine immunité aprés de multiples infections permettant de réduire le
nombre d’accés palustres et leur sévérité (Baird 1998). Les enfants de moins de 5 ans vivant
dans les zones endémiques, les voyageurs demeurant dans les pays non endémiques, sont
ceux qui ont le plus de risques de développer des formes sévéres du paludisme.

1 Accés palustres simples

Hormis dans les régions & forte transmission, les symptémes de primo-invasion ne per-
mettent pas forcément de diagnostiquer immédiatement le paludisme. Une personne in-
fectée peut étre prise de maux de téte, vomissements, douleurs abdominales, diarrhées,
vertiges, frissons... (Chandar et al. 1989). Une succession d’accés palustres apparait par
la suite avec une sensation de froid entrainant des frissons intenses et des tremblements.
Puis une fiévre élevée (~ 40°C) survient, suivie ensuite par des sueurs abondantes et un
état de fatigue, synonyme de la fin de 'accés palustre. Ces accés durent quelques heures
et correspondent & la libération des parasites lors de 1’éclatement des globules rouges. Les
accés palustres reviennent tous les 48h (fiévres tierces) dans le cas de P. falciparum, P.
vivar et P. ovale alors que pour P. malariae, le cycle est de 72h (fievres quartes). Les
fréquences coincident avec la durée du cycle érythrocytaire de ’espéce impliquée.
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2 Accés palustres graves

Chez les femmes enceintes ou individus non immuns (jeunes enfants et voyageurs) les
conséquences du paludisme sur l'organisme peuvent étre plus importantes. On peut ob-
server une hépatomégalie, splénomégalie, anémie sévére, hypoglycémie, ictére, insuffisance
rénale et/ou une acidose métabolique (Chandar et al. 1989). Ces manifestations doivent
étre soignées afin d’éviter un aggravement de la situation qui peut aller jusqu’a la mort si
la défaillance est importante.

On parle d’accés pernicieux ou de neuropaludisme lorsqu’il y a une atteinte cérébrale.
Le critére prédominant est le coma, méme si bien str ses origines peuvent étre diverses.
La détresse respiratoire, 'insuffisance rénale, ’acidose, I’hypoglycémie et les convulsions
peuvent étre également des signaux d’alarmes. Bien que le neuropaludisme touche prin-
cipalement les jeunes enfants, celui-ci peut également affecter les adultes (Mishra et al.
2007). Sans un diagnostic rapide, il peut entrainer la mort en quelques heures ou jours. Les
causes provoquant cet accés ne sont pas encore clairement définies et deux hypothéses ont
été émises. L’une suppose que les globules rouges infectés obturent les capillaires sanguins
provoquant une anoxie du cerveau, ce qui peut provoquer coma puis mort de I'individu
(White et al. 2013). La deuxiéme est I’hypothése d’inflammation (Maegraith 1948) qui
suppose que la libération de molécules toxiques par les parasites entraine une réaction
disproportionnée du systéme immunitaire et provoquerait ainsi une perte de la barriére
hémato-encéphalique, une accumulation de leucocytes, coagulopathie... (Martins et Daniel-
Ribeiro 2013). Ces deux hypothéses ne sont pas forcément contradictoires et une synergie
peut méme étre envisageable. Une insuffisance hépatique aigué combinée & la rupture de
la barriére hémato-encéphalique pourraient étre une condition nécessaire et suffisante pour
entrainer un paludisme cérébral (Martins et Daniel-Ribeiro 2013).

VI Diagnostic

En cas de suspicion d’infection par Plasmodium, différents types de tests existent afin
d’établir un diagnostic fiable et de proposer un traitement adapté.

1 Par microscopie

La réalisation d’un frottis sanguin est la technique basique afin de détecter la présence
ou non de parasites. Elle est facile & réaliser et nécessite une coloration au Giemsa et
un objectif x100 au microscope. Cependant, le coup d’oeil d’'un expert est requis pour
déterminer la présence de parasites dans le cas des faibles parasitémies ou pour identifier
I'espéce impliquée (Tangpukdee et al. 2009). Cette technique ne permet pas une analyse a
haut débit et est assez inaccessible pour certaines zones endémiques. La réalisation d’une
goutte épaisse concentre les parasites facilitant le dépistage de ceux-ci (seuil de détection
~ 20 parasites/pL) mais pas l'identification de 'espéce (Wongsrichanalai et al. 2007).

Une autre technique nommée QBC (Quantitative Buffy Coat), est basée sur la colora-
tion par acridine orange qui, lorsqu’il se fixe & TADN du parasite, émet aprés excitation
un spectre d’émission a 525nm (vert). Cette méthode est efficace avec P. falciparum (5
parasites/pL) mais semble étre moins sensible dans les autres cas. Ce moyen nécessite bien
stir un matériel plus onéreux que les précédents procédés surtout si la lecture se fait non
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pas avec un microscope a fluorescence (Tangpukdee et al. 2009) mais par cytométrie en
flux (Wongsrichanalai et al. 2007).

2 Par réaction en chaine par polymérase (PCR)

L’amplification de génes parasitaires est une technique récente ayant une forte spécificité
et sensibilité (1-5 parasites/pL). Elle peut permettre de discriminer ’espéce impliquée et de
déceler si le parasite présente des résistances connues, ce qui facilitera la prise en charge du
patient. Cependant le cotit et les besoins matériels sont des freins & 'utilisation routiniére
de cette technique dans les pays endémiques (Tangpukdee et al. 2009).

3 Par tests de diagnostic rapide

Dans un souci de rapidité et de simplicité pour les individus potentiellement porteurs,
différents tests de diagnostic rapide ont vu le jour. La détection se fait a partir d’une goutte
de sang (~ 10pL) et par immunochromatographie avec un anticorps monoclonal dirigé
contre un antigéne parasitaire. Méme si une grande majorité des tests ne détectent que P.
falciparum ou ne différencient qu'une infection par P. falciparum ou par une autre espéce,
certains par 'utilisation d’anticorps ciblant des antigénes espéces spécifiques permettent
de discerner P. falciparum et P. vivax (Wongsrichanalai et al. 2007). Les trois principaux
antigenes utilisés sont I'Histidine-Rich Protein 2 (HRP2), 'aldolase et la parasite Lactate
DeHydrogenase (pLDH). Le seuil de détection est de 'ordre de 200 parasites/pL. Cette
méthode est devenue incontournable puisque 314 millions de tests ont été vendus en 2014
contre 46 millions en 2008 (WHO 2015b). La positivité du test doit étre confirmée par la
suite par une observation microscopique.

Cette liste est non exhaustive et de nombreux autres procédés ont été mis au point
comme la technique LAMP (Loop-mediated isothermal AMPlification) ou basés sur I'uti-
lisation de la cytométrie en flux ou de la spectrométrie de masse (Tangpukdee et al. 2009).

VII Traitements et résistances

Une fois un diagnostic positif établi, diverses molécules naturelles ou synthétiques sont
utilisables afin d’éliminer les parasites. Les médicaments sont prescrits selon 1’espéce im-
pliquée, I'avancée de la maladie et la localisation du patient.

1 Historique des antipaludiques naturels

Deux molécules naturelles, la quinine et I'artémisinine, sont utilisées depuis des siécles
pour lutter contre le paludisme.

La quinine fut découverte par les Jésuites dans la cordillére des Andes, qui remarqueérent
que les indigénes utilisaient de I'extrait d’écorce des arbres quinquina. Elle fut exportée en
Europe sous le nom de poudre des Jésuites au cours du XVI° siécle mais ce n’est qu’en 1817,
que Pelletier et Caventou isolent la quinine. Elle fut par la suite supplantée par différents
dérivés synthétiques comme la chloroquine, la méfloquine ou l'atovaquone (Meshnick et
Dobson 2001).
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Décrite en 168 avant JC, I'artémisinine est utilisée contre la fievre depuis plus de 2000
ans dans la médecine chinoise. Elle est issue de la plante Artemisia annua ou ging hao en
chinois. Ses propriétés actives ont été seulement démontrées en 1967 lors d’un criblage afin
d’identifier des remédes contre le paludisme, puis elle fut purifiée en 1972 (Meshnick et
Dobson 2001). En 2015, Youyou Tu a regu le prix Nobel de physiologie et médecine pour
ses travaux sur ’artémisinine.

2 Molécules antipaludiques actuelles

Les premiers grands efforts ont été menés au cours de la seconde guerre mondiale afin
de fabriquer des antipaludiques de synthése. En effet, la destruction des plantations per-
mettant I’approvisionnement en quinine a provoqué la nécessité de découvrir de nouveaux
médicaments (Meshnick et Dobson 2001). De nos jours, des milliers de composés ont été
testés et pour la plupart leur potentiel antipaludique ou leur toxicité ont été jugés incom-
patibles avec leur usage en tant que médicaments.

Les antipaludiques utilisés actuellement peuvent étre regroupés en 4 groupes, les dérivés
quinoléiques et ceux de l'artémisinine, les antifolates et les antibiotiques. L’ensemble de
ces groupes est décrit ci-dessous et résumé dans le TABLEAU 1.

Dérivés quinoléiques Ce premier groupe contient principalement la chloroquine et
la quinine. Ces molécules sont basées sur un composé aromatique hétérocyclique CoH7N
nommé quinoléine (Marella et al. 2013). Ils jouent essentiellement un réle au niveau de
la vacuole digestive du parasite en empéchant la formation de 'hémozoine et ainsi de la
détoxification de I’héme sauf pour la primaquine et ’atovaquone (Antony et Parija 2016).
Quatre classes de molécules composent ce groupe :

4-aminoquinoléines Cette classe contient ’amodiaquine et la chloroquine qui fut le
premier antipaludique de synthése produit et utilisé massivement & partir des
années 1950 (Meshnick et Dobson 2001). Une dizaine d’années plus tard, des
cas de résistance a la chloroquine ont été recensés et sont largement répandus
de nos jours. La chloroquine présente quelques effets indésirables notamment au
niveau gastro-intestinal mais les réactions sévéres sont peu fréquentes (Travassos
et Laufer 2011). Dans le cas de ’'amodiaquine dont la structure est trés analogue
a la chloroquine, sa toxicité parait plus importante particuliérement lors d’une
utilisation & long terme (Travassos et Laufer 2011).

Amino-alcools Ces molécules possédent a la fois un groupement amine et un
groupement alcool (Delves et al. 2012). Dans cette classe, on trouve la quinine
qui est maintenant utilisée pour les formes sévéres, la méfloquine, ’halofantrine
et la luméfantrine. Parmi ces 4 molécules, seule la luméfantrine ne présenterait
aucun risque de toxicité cardiaque (Travassos et Laufer 2011). La méfloquine
est suspectée d’accroitre le risque de désordre neuropsychologique et est donc
contre-indiquée pour les personnes présentant déja ces symptomes (Antony et
Parija 2016 ; Travassos et Laufer 2011).

8-aminoquinoléines Il n’existe pour I'instant qu’une seule molécule faisant partie
de ce groupe qui soit utilisée couramment comme antipaludique. La primaquine,
dont le site d’action reste non élucidé (Antony, 2016), est utilisée pour éliminer
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TABLEAU 1 — Molécules utilisées pour lutter contre le paludisme. Récapitulatif des an-
tipaludiques les plus courants ainsi que leur site d’action chez le parasite. ® : (Travassos et Laufer
2011), ® : (Antony et Parija 2016), ¢ : (Delves et al. 2012), ¢ : (Fidock et al. 2004).

Classe Nom Site d’action
Chloroquine
4-aminoquinoléines®:¢ Amodiaquine Vacuole digestiveb-d
Piperaquine
Quinine
Dérivés quinoléiques Méfloquine
Amino-alcoolsP* Vacuole digestive®
Halofantrine
Luméfantrine
8-aminoquinoléines®° | Primaquine Inconnu®®
Naphthoquinones” Atovaquone Mitochondrie*P-d
Artémisinine
Dérivés de b Cytosol 74
Endoperoxyde®®:© Artésunate
I’artémisinine Vacuole 74
Artéméther
Sulfadoxine
. ab Métabolisme
Antifolates® Pyriméthamine
des folates®P
Proguanil
Tétracycline
Antibiotiques®b-© Doxycycline Apicoplaste®P-ed
Clindamycine

les formes dormantes, hypnozoites, de P. vivaz et P. ovale (Travassos et Lau-
fer 2011). Elle est contre-indiquée pour les personnes déficientes en glucose-6-
phosphate déshydrogénase chez qui elle favorise ’hémolyse (Antony et Parija

2016).

Naphthoquinones Cette classe contient ’atovaquone, un 1,4-naphthoquinone, qui
bloque la chaine respiratoire mitochondriale du parasite en ciblant le cytochrome

bcl (Antony et Parija 2016 ; Travassos et Laufer 2011).

Dérivés de ’artémisinine Utilisé depuis plus de 2000 ans en Chine, la prescription
de l'artémisinine dans le monde ne date que d’une quarantaine d’années. Ce groupe se
compose de trois molécules majeures, I’artémisinine, ’artésunate et I’artéméther qui sont
les antipaludiques les plus utilisés dans les pays endémiques. Ce sont des endoperoxydes,
c’est-a-dire qu’ils possédent un résidu peroxyde au niveau de leur cycle aromatique (Delves
et al. 2012). L’artémisinine est un composé naturel alors que l'artésunate et 'artéméther
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sont semi-synthétiques. Ils provoqueraient la formation de radicaux libres chez le parasite
entrainant la mort de celui-ci. L’artésunate est privilégié a la quinine dans les cas de palu-
disme sévere puisque les endoperoxydes sont les antipaludiques les plus efficaces (Travassos
et Laufer 2011).

Antifolates Ils se divisent en antifoliques comme la sulfadoxine et antifoliniques tels
que la pyriméthamine et le proguanil. Ils opérent sur la voie des folates qui est essentielle
a la synthése des acides nucléiques. La sulfadoxine est un inhibiteur de la dihydroptéroate
synthase (DHPS) alors que la pyriméthamine est un inhibiteur de la dihydrofolate réductase
(DHFR) (Antony et Parija 2016 ; Travassos et Laufer 2011).

Antibiotiques Trois antibiotiques sont principalement utilisés : la tétracycline, la
doxycycline et la clindamycine. Ils sont connus pour inhiber la synthése protéique chez
les procaryotes (Travassos et Laufer 2011) et semblent jouer un roéle au niveau de 1’apico-
plaste chez Plasmodium (Fidock et al. 2004). Cet effet est intéressant puisque 1'on sait que
I’apicoplaste est un organite issu de I’endosymbiose secondaire d’un procaryote. On peut
donc supposer que c’est cette origine qui permet a ces antibiotiques d’avoir un effet sur
l’apicoplaste (Travassos et Laufer 2011). Les antibiotiques n’ont pas des propriétés anti-
paludiques suffisamment fortes pour étre prescrites en monothérapie. La tétracycline n’est
pas indiquée chez la femme enceinte et les jeunes enfants.

3 Traitements actuels

Depuis I'apparition des cas de résistance aux antipaludiques, ’OMS a modifié sa po-
litique de prise en charge des patients avec 'arrét des monothérapies et 'utilisation de
combinaisons antipaludiques. Les thérapies combinées & base d’artémisinine (ACT) sont
les plus employées notamment pour leur efficacité et leur bonne tolérance (WHO 2015a).
Parmi ces ACT, on trouve essentiellement l'artéméther + luméfantrine, 'artésunate +
amodiaquine, I'artésunate + méfloquine, la dihydroartémisinine + piperaquine et ’arté-
sunate + sulfadoxine—pyriméthamine (TABLEAU 2). D’autres associations peuvent étre
réalisées comme ’atovaquone + proguanil ou la quinine + antibiotique. Ces combinaisons
ont été congues pour avoir la meilleure efficacité possible et pour éliminer les parasites
mono-résistants. Mais elles sont également basées sur I’emploi d’au moins deux molécules
de classes différentes pour freiner I’apparition de souches multi-résistantes.

4 Résistance aux antipaludiques

De nos jours, des cas de résistance aux antipaludiques sont sans cesse reportés. Ces
différents phénomeénes de résistance sont en réalité une tolérance accrue des différentes
molécules pour le parasite. Seuls la primaquine et les antibiotiques ne semblent pas montrer
de perte d’efficacité (Antony et Parija 2016).

De fagon assez surprenante, les premiéres détections de cas résistants ont toujours été
enregistrés dans la région du Mékong sans que ’on sache vraiment la raison (Roberts 2016)
avec d’abord la chloroquine dans les années 1950 suivie par la sulfadoxine-pyriméthamine,
la méfloquine et plus récemment ’artémisinine et la piperaquine.
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TABLEAU 2 — Traitements antipaludiques actuels. Récapitulatif des combinaisons antipa-
ludiques recommandées par I’OMS selon la sévérité des cas, 'espéce de Plasmodium impliquée et
létat/age du patient (WHO 2015a). ACT : thérapie combinée a base d’artémisinine. CI : contre-
indication.

artéméther + luméfantrine

artésunate + amodiaquine
P. falciparum o ) )
artésunate + méfloquine quinine + clindamycine
Cas non compliqué
dihydroartémisinine + piperaquine

artésunate + sulfadoxine-pyriméthamine

VAT
ovale

p.
p.
P. malariae . Lo o
ACT ou chloroquine (sauf si résistance) | quinine
P. knowlesi

Cas non compliqué

stades sanguins

chloroquine
P. vivaz
primaquine jusqu’a fin allaitement
P. ovale
(CT : déficience G6PD) puis primaquine

Hypnozoites
(CI : déficience en G6PD)

artésunate (intraveineuse ou intramusculaire) au moins 24h

Cas sévére puis en cachets pendant 3 jours

alternatives : artéméther ou quinine

En 1960, les premiers cas de tolérance & la chloroquine sont décrits en Thal-
lande/Cambodge et en Amérique du Sud. Ceux-ci seraient méme apparus dés 1957 dans
I’Asie du Sud (Roberts, 2016). Peu-a-peu la tolérance s’est répandue dans les pays voisins
et également en Afrique a partir des années 1970 (FIGURE 8). Cette résistance semblerait
étre conférée principalement par différentes mutations sur les protéines PfCRT, PIMDR1
(Antony et Parija 2016). La protéine PICRT (Plasmodium falciparum Chloroquine Resis-
tance Transporter) se situe sur la membrane de la vacuole digestive. Plusieurs mutations
ont été décrites comme contribuant & I'apparition de parasites résistants mais la mutation
K76T semblerait étre prépondérante (Sidhu et al. 2002). La PfCRT mutée fonctionnerait
alors comme un transporteur ou canal entrainant le transport de la chloroquine en dehors
de la vacuole digestive, son site d’action (Sanchez et al. 2007). P. falciparum Multiple Drug
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FIGURE 8 — Propagation de la résistance a la chloroquine. Provenant a l’origine de la région
du Mékong et du nord de I’Amérique du Sud, la résistance a la chloroquine s’est répandue peu a
peu, pays par pays et continent par continent pour affecter la grande majorité des pays endémiques
(d’apres (Roberts 2016)).

Resistance 1 (PfMDRI) ou P-glycoprotéine homologue 1 présente une homologie avec une
protéine bactérienne impliquée dans le transport membranaire et est localisée au niveau de
vacuole digestive (Duraisingh et Cowman 2005). Des mutations spécifiques ou une augmen-
tation du nombre de copies du géne (Sidhu et al. 2006) ont été décrites comme permettant
la résistance a la chloroquine mais aussi a4 d’autres antipaludiques comme les amino-alcools
ou les dérivés de l'artémisinine (Antony et Parija 2016 ; Duraisingh et Cowman 2005).

Dans le cas de l'artémisinine, les premiers cas de résistance ont été recensés en 2009
dans la région du Mékong (Dondorp et al. 2009) et celle-ci s’est répandue peu a peu dans
les pays voisins. Elle est conférée principalement par des mutations sur la région en hé-
lices de la protéine Kelch 13 (K13) (Ariey et al. 2014). Il n’existe pas qu'un seul type de
parasite mutant sur K13 mais une grande diversité de mutations qui apparaissent indé-
pendamment les unes des autres. Certaines de ces mutations conférant la résistance sont
présentes en Afrique depuis plusieurs années, ainsi que de nouvelles mutations sans que
cela n’ait occasionné l'apparition de résistant (C. H. Sibley 2015). Cependant, en 2017, un
premier cas de résistance a été démontré en Afrique avec I'apparition d’un polymorphisme
encore jamais décrit (M579I) sur K13 (Lu et al. 2017). Il a été observé que les parasites
tolérants a I’artémisinine ont un développement ralenti au début de leur cycle. Ce ralen-
tissement permettrait une expression accrue des protéines impliquées dans la réponse au
stress, compensant la perte ou la diminution de la fonction de K13, ce qui octroierait le
phénomeéne de tolérance (C. H. Sibley 2015). En plus des mutations sur la protéine K13
ou une augmentation du nombre de copie de PIMDRI, des mutations impliquant d’autres
protéines seraient aussi responsables des cas de résistance a l’artémisinine (Mukherjee et al.
2017).

D’autres résistances sont également décrites comme les mutations sur les protéines
cytochrome b, DHPS et DHFR conférant une tolérance a ’atovaquone, la sulfadoxine et
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la pyriméthamine respectivement (Antony et Parija 2016).

Mais I'une des plus grandes inquiétudes pour le futur concerne les parasites multi-
résistants (Roberts 2016) dont le traitement nécessitera probablement la découverte de
nouveaux antipaludiques efficaces.

Cependant, il est important de noter que certains parasites de P. berghei tolérants a
I’atovaquone et mutés au niveau du cytochrome b, sont viables au cours du cycle éry-
throcytaire mais incapables d’effectuer un cycle complet (Goodman et al. 2016). Cette
observation met en évidence que les mutations engendrant des phénoménes de tolérance et
observées en laboratoire ou sur le terrain, peuvent ne pas forcément se propager.

B Plasmodium falciparum : biologie d’un parasite atypique

I Génome et protéome de P. falciparum
1 Génome

falciparum est 'espéce la plus mortelle pour ’'Homme. En 2002, la souche 3D7 de P.
P . falciparum, dérivée de la souche NF54, a été séquencée entiérement (Gardner et al.
2002). Le parasite posséde 14 chromosomes de taille allant de 0.6 & 3.26 mégabases (Mb)
et I’ensemble du génome nucléaire fait 22.8 Mb. L’une des caractéristiques spécifiques de
P. falciparum est sa richesse en A/T qui est de 80.6% et monte jusqu’a 90% dans les
régions non codantes. A propos des génes, ils ont été estimés au nombre de 5300, ce qui
est légérement plus faible que 1'estimation faite pour Saccharomyces cerevisiae (5800), qui
posséde un génome moins grand (12 Mb). Ces génes ont pour la majorité au moins 1 intron
(563.9%) et font en moyenne 2.3 kb, introns exclus. Cependant, 15.5% de ces génes ont une
taille supérieure & 4 kb alors que le pourcentage chez S. pombe et S. cerevisiae n’est que
de 3% environ (Gardner et al. 2002).

Les espéces de Plasmodium contiennent également un génome mitochondrial. Celui-
ci est extrémement réduit avec une taille de 6 kb et 3 Open Reading Frames (ORFs),
les sous-unités I et III du cytochrome c¢ oxydase et le cytochrome b. Leur traduction se
fait grace a plusieurs ARNr présents dans le génome mitochondrial. Ces ARNr sont défi-
cients en régions importantes mais cela serait compensé par 1’association avec des protéines
ribosomales provenant du noyau. Ces derniéres seraient plus larges qu’a ’accoutumée et
contrebalanceraient les domaines manquants en formant avec les ARNr, des mitoribosomes
(Vaidya et Mather 2009). Issue d’une endosymbiose, la mitochondrie a vu une grande par-
tie de ses génes étre transférés au niveau du génome nucléaire. Il a été estimé que plus
de 200 génes nucléaires codent une protéine qui se dirigera vers la mitochondrie (Gardner
et al. 2002).

L’apicoplaste de P. falciparum fait 35 kb et code 30 protéines, 25 ARNt et 2 ARNr en
duplicate (Wilson et al. 1996). Presque toutes les protéines jouent un rdle dans I’expression
des génes. On retrouve par exemple 17 protéines ribosomales. La transcription des génes
de I’apicoplaste pourrait se révéler étre polycistronique (Wilson et al. 1996). L’apicoplaste
est issu également d’une endosymbiose mais cette fois-ci secondaire et entre 500 et 800
génes nucléaires encoderaient une protéine de cet organite (Gardner et al. 2002; Waller
et al. 2000). Ces protéines sont guidées vers I’apicoplaste via une séquence bipartite. Tout
d’abord, en N-terminal, un peptide signal permettrait a la protéine d’étre dirigée vers le

page 21



B - Plasmodium falciparum Introduction

systéme sécrétoire puis un peptide de transit servirait a 'import dans apicoplaste (Waller
et al. 2000).

2 Protéome

L’analyse du génome de P. falciparum a permis de prédire & 5300, le nombre de pro-
téines codées. 60% de ces protéines putatives ne présentent pas d’homologue chez un autre
organisme (Gardner et al. 2002). Ce chiffre montre & quel point Plasmodium s’est éloigné
des autres eucaryotes au cours de ’évolution. Il faut néanmoins tenir compte que la ri-
chesse en A/T pourrait masquer en partie ’homologie existante entre certains génes. Une
étude protéomique sur les stades sporozoites, trophozoites, mérozoites et gamétocytes a
permis de mettre en évidence que 46% de ces protéines prédites, soit 2415, sont produites
au cours de ces stades dont plus de la moitié sont hypothétiques (Florens et al. 2002). 11
est intéressant de noter que seulement 6% de ces protéines détectées sont communes aux
quatre stades et que celles-ci ont des fonctions basiques nécessaires & chaque stade comme
des facteurs de transcription, des histones ou des protéines ribosomales... (Florens et al.
2002).

IT Description générale du cycle de vie de P. falciparum

En 1901, Grassi publie la toute premiére description du cycle de vie complet de P.
falciparum (Grassi 1901).

Lors d’un repas sanguin d’un anophéle femelle infecté par Plasmodium, des sporozoites
sont injectés chez ’'Homme et vont migrer via la circulation sanguine puis s’établir dans
les hépatocytes (Tuteja 2007). Dans ces cellules, pendant 9 & 16 jours, les parasites vont se
multiplier et former des mérozoites, forme infectante des globules rouges. Dans les cas de
P. vivaz et P. ovale, les sporozoites vont étre capables dans les hépatocytes de passer dans
un stade de dormance, hypnozoites, qui sont responsables de la résurgence des symptomes
plusieurs mois aprés l'infection. Lorsque les dizaines de milliers de mérozoites issus du stade
hépatocytaire atteignent le systéme sanguin, ils envahissent les globules rouges et se mul-
tiplient. Le cycle érythrocytaire se met alors en place avec le développement et la division
du parasite a travers les stades anneaux, trophozoites et schizontes. Le mérozoite initial a
maturé, en un cycle de 48h pour P. falciparum, en 16 & 22 parasites qui vont au moment
de la rupture de la membrane du globule rouge, permettre d’envahir de nouveaux érythro-
cytes sous leur forme infectante de mérozoites. C’est au cours de ce relargage des parasites
et du contenu de la cellule infectée, que les symptomes du paludisme apparaissent. Une
voie d’échappement au cycle érythrocytaire, la gamétogenése, va permettre la transmission
des parasites au moustique afin d’assurer la pérennité du cycle. Un faible pourcentage des
parasites va se diriger vers cette voie pour se développer en gamétocytes méales et femelles
dont le processus de maturation dure une dizaine de jours. Lors d’un nouveau repas san-
guin, le moustique femelle ingére anneaux, trophozoites et schizontes, qui seront digérés,
mais aussi des gamétocytes qui eux seront activés et débuteront la phase sexuée avec la
formation de gamétes méales et femelles dans la lumiére de I'intestin. La fécondation entre
un gaméte méle et femelle permet de former un zygote puis un ookinéte mobile, qui va
migrer jusqu’a la face externe de la paroi de I'intestin ou il va s’établir. L’ookinéte immo-
bile, nommé ’oocyste, va subir plusieurs cycles de multiplication entrainant la formation
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des sporozoites. Aprés la rupture de I'oocyste, les sporozoites migrent jusqu’aux glandes
salivaires ou ils restent infectieux pendant un ou deux mois. Au cours du prochain repas
sanguin, ils seront transmis & un nouvel hote vertébré et entameront un nouveau cycle
(Tuteja 2007).

Les différentes étapes du cycle complet de P. falciparum sont illustrées dans la FIGURE 9

et leurs mécanismes sont décrits plus précisément par la suite.

FIGURE 9 — Cycle de vie de P. falciparum. Le cycle sexué et la formation des sporozoites se
déroulent chez I’anophéle femelle (cadre de gauche). Le repas sanguin de ’anophéle va permettre
I'infection de 'Homme avec le début de la phase hépatique (cadre du milieu). Les sporozoites
vont ensuite se diviser en des milliers de mérozoites qui vont atteindre la circulation sanguine et
réaliser le cycle érythrocytaire (cadre de droite). La formation des gamétocytes et leur ingestion
par 'anophéle va permettre de compléter le cycle de P. falciparum (d’aprés (Griffith et al. 2007)).

IIT De I’anophéle a ' Homme

1 Les anophéles

Le paludisme est transmis & ’'Homme uniquement par des moustiques du genre Ano-
pheles. Seules les femelles prennent un repas sanguin et sont donc des vecteurs potentiels
de la maladie. Le genre Anopheles contient 465 espéces décrites et 50 non nommées. Parmi
celles-ci, 70 peuvent étre vecteurs de la malaria dont 41 sont dominantes (FIGURE 10)
(Sinka et al. 2012).
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En Afrique, les trois espéces les plus infectantes et les plus répandues sont An. gambiae,
An. funestus et An. arabiensis (FIGURE 10). La distribution de ces espéces dépend de
plusieurs critéres environnementaux. En effet, les précipitations moyennes et maximales,
'altitude ou la température minimale influent sur leur répartition (Sinka et al. 2010). Les
larves de An. funestus se développent principalement dans des eaux semi ou totalement
permanentes alors que celles de An. gambiae préférent les eaux temporaires issues des
pluies. Ces eaux stagnantes transitoires sont fortement liées & 'activité humaine, ce qui
permet, entre autres, & An. gambiae d’étre 'un des plus importants vecteurs du paludisme
humain.
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FIGURE 10 — Carte du monde représentant les espéces d’anophéle dominantes dans la
transmission du paludisme (d’aprés (Sinka et al. 2012)).

Les études sur les anophéles sont importantes afin d’améliorer la lutte anti-vectorielle en
fonction de la distribution géographique des différentes espéces. Outre le fait de connaitre
les conditions optimales du développement des larves, I’analyse des prises de repas pour
chaque espéce permet de moduler les moyens a mettre en place pour prévenir les piqiires.
An arabiensis est décrit comme ayant principalement un comportement zoophilique (se
nourrit majoritairement des animaux plutét que ’'Homme), exophagique (repas sanguin a
I'extérieur des habitations) et exophile (vit & en dehors des batiments apreés le repas) (Sinka
et al. 2010). Ces comportements montrent que les traitements a I'intérieur des habitations
sont peu efficaces sur cette espéce de moustique se nourrissant et vivant surtout a I’exté-
rieur. A l'inverse, An. gambiae, tout comme An. funestus, sont plutot décrits comme étant
anthropophiles (se nourrit davantage sur les Hommes que les animaux), endophagiques et
endophiliques (prend ses repas et reste a U'intérieur) (Sinka et al. 2010). Dans ces cas-la,
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I'utilisation d’insecticides & l'intérieur des batiments et les moustiquaires imprégnées sont
particuliérement conseillées. Cependant, plusieurs études remarquent que ces comporte-
ments peuvent étre variables. Par exemple, il a été montré qu’en Afrique de ’Ouest, les
repas sanguins de An. arabiensis sur ’'Homme ont lieu dans 80-100% des cas a I'intérieur
des habitations et que le moustique y reste. A I'inverse, en Afrique de 'Est, An arabiensis
se nourrit plutot aupres du bétail et reste a l'extérieur (Tirados et al. 2006). Une variabilité
du comportement est également observable chez les autres espéces d’anophéles et pourrait
étre due & un polymorphisme permettant une adaptation de I’espéce a son environnement
local (Sinka et al. 2010).

Ces comportements versatiles et la co-implantation des différentes espéces (FIGURE 10)
ne favorisent pas la mise en place d’un traitement anti-vectoriel plus ciblé selon ’espéce
impliquée dans la transmission du paludisme.

Une approche innovante et ambitieuse a été exposée récemment afin de contrer la propa-
gation des parasites par les moustiques : la génération de mutant récessif par 'utilisation du
systeme CRISPR-Cas9, permet lorsque le géne cible est impliqué dans la gamétogenése, de
réduire trés fortement la formation de larves viables chez les femelles homozygotes (Ham-
mond et al. 2016). L’objectif serait que ces anophéles femelles stériles réduisent peu-a-peu
la population sauvage en propageant la mutation et ainsi 'infertilité.

2 L’infection

Dans la paroi de l'intestin de ’anophéle, les milliers de sporozoites libérés lors de la
rupture de 'oocyste, vont migrer via 'hémolymphe jusqu’aux glandes salivaires. Ils vont
se fixer a la lamelle basale des cellules acineuses des glandes puis vont traverser 'une des
cellules sécrétrices (Matuschewski 2006). Le mécanisme n’est pas encore totalement élucidé
mais les protéines CircumSporozoite (CSP), Merozoite Apical Erythrocyte Binding-Ligand
(MAEBL) et Thrombospondin-Related Adhesive (TRAP) sont impliquées. Les cellules sont
organisées en lobes et forment au centre une cavité extracellulaire connectée aux canaux
salivaires. Les sporozoites dans la cavité se regroupent et sont considérés comme matures,
a savoir hautement infectieux et mobiles, ce qui n’est pas le cas des sporozoites a leur sortie
de l'oocyste. Cette maturation pourrait étre acquise au fur et & mesure du passage dans
I’hémolymphe et de l'invasion des cellules acineuses (Matuschewski 2006).

Il a été montré pour P. berghei, que la plupart des sporozoites accumulés dans la cavité,
sont accolés et donc immobiles mais que les parasites libres présentent une motilité par glis-
sement (jusqu’a 2pms™) (Frischknecht et al. 2004). L’utilisation de la cytochalasine D, un
inhibiteur de la polymérisation de I’actine, entraine une absence de mouvement indiquant
qu’il est probablement actine-myosine dépendant. Les moustiques peuvent accumuler plu-
sieurs milliers de sporozoites dans les cavités mais trés peu sont observés dans les canaux.
Cette colonisation se fait activement, ce qui nécessite un mouvement des parasites dont
seulement une faible proportion en est encore capable (Frischknecht et al. 2004).

Au cours d’une piqtre, ’anophéle libére via ses glandes salivaires, différents anticoagu-
lants, antihistaminiques, vasodilatateurs... afin de favoriser ensuite le repas sanguin. C’est
durant cette étape que les parasites sont injectés a ’'Homme (Garcia et al. 2006). Trés peu
de sporozoites sont inoculés au cours de la salivation et ce nombre est estimé entre une
quinzaine (Rosenberg et al. 1990) et moins de 200 (Garcia et al. 2006 ; Prudéncio et al.

page 25



B - Plasmodium falciparum Introduction

2006). Dans le cas de P. berghei, 50 sporozoites sont libérés aprés une minute de salivation
(Frischknecht et al. 2004) et seuls les parasites présents dans les conduits étroits des ca-
naux salivaires sont libérés. Méme aprés une salivation excessive (10 min), les sporozoites
présents dans les cavités des glandes salivaires ne sont pas délivrés et les derniers sporo-
zoltes sont libérés bien avant la fin de la salivation (Frischknecht et al. 2004). Ces résultats
montrent que la faible inoculation de parasites est suffisante pour infecter I’hote et permet
de maintenir une certaine réserve pour de futures infections et de ne pas déclencher une
forte réponse du systéme immunitaire.

IV  Phase hépatique
1 Accés aux hépatocytes

Les sporozoites injectés chez ’Homme le sont principalement au niveau du derme, qu’ils
vont traverser jusqu’a atteindre le systéme sanguin. L’artére hépatique ou la veine porte
permet aux parasites d’atteindre les sinusoides hépatiques. Ils y sont retenus par interaction
entre les protéines parasitaires CSP et TRAP avec I'unique protéoglycane héparane sulfate
du foie (HSPG) et vont se diriger ensuite par glissement vers leur site de passage (Pradel
et al. 2004).

Afin de rejoindre les hépatocytes, destination finale des sporozoites, ils doivent se frayer
un chemin a travers une barriére composée de deux types cellulaires : les cellules endothé-
liales et les cellules de Kupffer (FIGURE 11) (Garcia et al. 2006). Les cellules endothéliales
possédent des fenestrations qui ne sont pas assez larges pour le passage des sporozoites.
Les cellules de Kupffer, macrophages présents dans le foie, sont décrites comme étant le
passage préférentiel des sporozoites pour franchir la barriére sinusoidale (Frevert et al.
2006 ; Prudeéncio et al. 2006). 60% des passages se font par les cellules de Kupffer alors que
17% uniquement a travers les cellules endothéliales (Tavares et al. 2013; A. S. P. Yang et
Boddey 2017). Ces macrophages doivent étre ancrés dans la couche cellulaire et non dans
la lumiére du sinusoide afin de permettre aux parasites d’avoir un accés aux hépatocytes. Il
est intéressant de remarquer que les sporozoites sont capables de traverser ces macrophages
sans subir de dommages alors que le role des cellules de Kupffer est justement d’éliminer,
entre autres, les corps étrangers (Frevert et al. 2006). Le parasite entre a l'intérieur des
cellules de Kupffer sans rompre leur membrane plasmique mais en formant une vacuole
qui pourrait servir de protection (Prudéncio et al. 2006). L’interruption du géne codant la
protéine Sporozoite microneme Protein Essential for Cell Traversal (SPECT) de P. berghei
a montré son importance dans la traversée de la barriére sinusoidale (Ishino et al. 2004).

2 Infection non productive et productive

Une fois la barriére sinusoidale franchie, les sporozoites se retrouvent dans l’espace de
Disse, qu’ils vont traverser afin d’atteindre les hépatocytes.

Lorsque les sporozoites arrivent au niveau des hépatocytes, ils peuvent les traverser (in-
fection non-productive) ou s’y installer et se multiplier (infection productive) (FIGURE 12).

Lorsque le parasite franchit la cellule, il le fait en formant une vacuole transitoire (Risco-
Castillo et al. 2015). Le mécanisme d’entrée n’est pas encore parfaitement connu mais ne
semble pas étre dépendant des organites sécréteurs du parasite. Il a été montré que la

page 26



Introduction B - Plasmodium falciparum

Hepatocyte

D

Stellate
cell

FIGURE 11 — Schéma représentant le passage des sporozoites dans le foie. Une fois les
sinusoides hépatiques atteints, les sporozoites doivent se frayer un chemin & travers la barriére
cellulaire pour atteindre ’espace de Disse puis les hépatocytes. L’entrée se fait par le biais des
cellules de Kupfler, qui sont ancrées a la barriére (d’aprés (Prudéncio et al. 2006)).

Perforin-Like Protein 1 (PLP1) de P. yoelii, un parasite du rongeur, devient active aprés
une acidification de la vacuole, signe d’une fusion avec un lysosome. Cette activation permet
au parasite de sortir de la vacuole et de survivre avant de subir une lyse (Risco-Castillo
et al. 2015).

Lors d’une invasion productive, le sporozoite entre dans I’hépatocyte via la formation
d’une jonction. Cette jonction est dépendante de la sécrétion des rhoptries et entre autres,
des protéines RON (Rhoptry Neck Proteins) et va permettre au parasite d’étre propulsé
dans la cellule et de former une vacuole parasitophore (FIGURE 12). Des souris déficientes
en CDS81 ne subissent pas d’invasion productive mais montrent une invasion non produc-
tive de P. yoelii (Silvie et al. 2003). L’'importance de CD81 a également été démontrée
chez P. falciparum avec l'utilisation d’anticorps ciblant CD81 et bloquant l'infection (Sil-
vie et al. 2003). En revanche, chez P. berghei, 'invasion peut étre CD81-dépendante ou
indépendante. Le mécanisme impliquant CD81 n’est pas encore élucidé mais il ne semble
pas y avoir d’interaction directe entre CD81 et des protéines du sporozoite (Risco-Castillo
et al. 2013).

Les facteurs favorisant 'une ou ’autre voie ne sont pas encore totalement clarifiés mais
il semblerait que les sporozoites effectuent au début, des phases non productives puis aprés
30 & 60 min, entrent en phase productive (Risco-Castillo et al. 2015). Les protéines décrites
comme étant impliquées dans les deux voies d’invasion ont été répertoriées dans une revue
récente (A. S. P. Yang et Boddey 2017).

Il est intéressant de noter que les sporozoites sont capables d’envahir ou de passer a
travers une large diversité de cellules (glandes salivaires, cellules épithéliales, cellules de
Kupffer et hépatocytes).

Au cours d’une invasion productive, le parasite subit entre 13 et 14 cycles mitotiques
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FIGURE 12 — Invasion des hépatocytes par les sporozoites selon deux voies. A. L’invasion
non-productive permet au sporozoite de franchir la cellule en formant une vacuole (1). La perforine
PLP1 entraine la libération du parasite avant (3) ou aprés (2) la formation compléte de la vacuole.
En I’absence ou en cas de défaillance de PLP1, les lysosomes dégradent le parasite (4) provoquant
son élimination. B. L’invasion productive du parasite dans I’hépatocyte en formant une jonction
(5), induit la constitution d’une vacuole parasitophore (6). Le parasite va alors pouvoir s’établir
au sein de la cellule et se multiplier. Il n’a pas encore été démontré si un sporozoite en phase non
productive était capable ou non de passer en phase productive au cours de la méme invasion (7)
(d’apres (Risco-Castillo et al. 2015)).

Cell traversal
(PLP1-dependent)

B Productive invasion

(Gerald et al. 2011) pendant 2 & 10 jours, phase qui est asymptomatique et obligatoire. Le
processus de multiplication est encore largement inconnu (Prudéncio et al. 2006). Aprés
cette période, plusieurs dizaines de milliers de mérozoites sont contenus dans ’hépatocyte,
dont la superficie peut étre multipliée par 70 (Vaughan et al. 2012), et vont étre libérés
dans le sang. Il a été montré chez P. berghei, que cette libération se fait par détachement
de la cellule infectée ou par formation de mérosomes, vésicules formées & partir de 'hépa-
tocyte (Sturm et al. 2006). Les mérozoites sont libérés dans le cytoplasme du vestige de
I’hépatocyte aprés la rupture de la vacuole parasitophore et occupent tout ’espace de la
vésicule. La constitution des mérosomes par bourgeonnement permet leur libération dans
les sinusoides hépatiques. Ce mécanisme permettrait d’assurer la libération des mérozoites
dans la circulation sanguine sans phagocytose par les macrophages. La présence des méro-
somes a également été confirmée chez des souris ayant subi une xénogreffe d’hépatocytes
humains infectées par P. falciparum (Vaughan et al. 2012).
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V  Cycle érythrocytaire

Une fois dans le sang, les mérozoites peuvent infecter un globule rouge et démarrer le
cycle érythrocytaire.

1 L’invasion des érythrocytes

Le mérozoite est I'un des plus petits parasites connus, mesurant environ 1.6 pm de long
pour 1um de large (Bannister et al. 2000). Il contient au niveau du pdle apical tous les
organites sécréteurs nécessaires au processus d’invasion : rhoptries, micronémes et granules
denses, alors que le noyau se situe au niveau du poéle basal.

Merozoite I NI (| e |

Rhoptry Bulb

— CIE
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FIGURE 13 — Attachement du mérozoite de P. falciparum au globule rouge. Schéma-
tisation des interactions connues entre les protéines parasitaires et les récepteurs érythrocytaires
(d’aprés (Weiss et al. 2015)).

Lorsque le mérozoite se retrouve dans le milieu extracellulaire, il subit une hausse de sa
concentration cytoplasmique en potassium nécessitant un accroissement de sa concentra-
tion calcique. Cette augmentation entraine la décharge du contenu des micronémes permet-
tant un attachement réversible avec le globule rouge (Tham et al. 2012). Cette interaction
se fait via différentes protéines comme celles des familles Erythrocyte Binding-Like (EBL)
ou P. falciparum Reticulocyte binding homologue (PfRh) qui se lient a des récepteurs pré-
sents a la surface des érythrocytes (FIGURE 13). Par exemple, la libération de la protéine
parasitaire EBA-175 va former un complexe avec la glycophorine A (Tham et al. 2012;
Volz et al. 2016). Les différentes protéines semblent montrer un effet redondant puisque la
délétion unique de 'un des génes n’empéche pas ’adhésion au globule rouge sauf dans le
cas de PfRh5 (Volz et al. 2016). Cette derniére ne semble pas étre principalement impliquée
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dans 'attachement entre le parasite et ’érythrocyte mais plutdt dans les étapes suivantes
(Weiss et al. 2015). L’interaction peut également impliquer des Merozoite Surface Proteins
(MSP) qui sont présentes sur la couche de surface des mérozoites (Weiss et al. 2015).

Aprés linteraction, le parasite va se réorienter pour placer son pole apical & 90° par
rapport a la membrane plasmique du globule rouge, ce qui entraine une déformation de
celle-ci et qui est dépendante des EBA/PfRH (FIGURE 14) (Weiss et al. 2015). Un flux
de Ca?" du mérozoite vers la cellule hote est alors une étape indispensable au succés
de l'invasion. C’est & cette étape que le complexe PfRh5-PfRipr-CyRPA, qui se fixe au
récepteur basignine, se montre essentiel pour déclencher le flux calcique en lien avec le
relargage des protéines des rhoptries (Volz et al. 2016).

Certaines de ces protéines vont former une jonction serrée composée principalement des
protéines RON et de Apical Membrane Antigen 1 (AMA1) (Harvey et al. 2014 ; Weiss et al.
2015). AMAL se situe sur la membrane parasitaire et interagit avec RON2, composante
du complexe RON présent au niveau de la membrane plasmique de I’érythrocyte (Harvey,
2014). Le role précis de AMAT reste incertain puisque la protéine semble étre importante
mais parfois dispensable (Harvey et al. 2014 ; Yap et al. 2014). Cette jonction serrée sert
de point d’ancrage pour la traction du parasite au sein de la cellule avec la formation de
la vacuole parasitophore. Une fois le parasite internalisé, la jonction serait impliquée pour
sceller la membrane plasmique.

Le mérozoite met en moyenne 30 secondes pour envahir le globule rouge (Volz et al.
2016 ; Weiss et al. 2015). Ensuite I’échinocytose peut se produire, c’est-a-dire que le globule
rouge prend une forme étoilée, ce qui serait une répercussion de l'injection du contenu des
rhoptries (Weiss et al. 2015). Aprés quelques minutes, la cellule hote récupére sa forme
d’origine (FIGURE 14).

0 4 17 18 29 32 118 832 seconds
P H A 8 E 1 P HASE 11 PHASE Il
Mature schizont Egress Attachment Reorientation/ Internalization Complete entry/ Echinocytosis Restoration of
formation Resealing RBC shape

FIGURE 14 — Invasion du globule rouge par les mérozoites de P. falciparum. Les dif-
férentes étapes du processus d’invasion sont présentées en images ainsi que leur durée. Les fleches
blanches indiquent la position du mérozoite. Les temps donnés sont en secondes (d’aprés (Volz
et al. 2016)).

2 Les stades précoces érythrocytaires

Aprés I'invasion, le parasite se circularise et s’amincit, formant une structure ressem-
blant & un anneau, ce qui donne le nom a ce stade (FIGURE 15B). Dans la partie la plus
épaisse, on peut identifier le noyau, le réticulum endoplasmique, la mitochondrie et I’api-
coplaste. Le reste du parasite présente une structure fine et circulaire avec peu d’organites
(Bannister et al. 2000). Le parasite est considéré en anneau pendant une douzaine d’heures
dans le cas de P. falciparum.
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L’anneau évolue peu & peu en trophozoite méme s’il y a peu de différence intracellulaire
entre les deux hormis un changement de forme et de taille du parasite (FIGURE 15C). L’an-
neau est méme parfois considéré comme une forme du stade trophozoite. L’augmentation
du volume du réticulum endoplasmique et du nombre de ribosomes libres ainsi que la mise
en place du complexe golgien prouvent que le parasite accroit son expression protéique
(Bannister et al. 2000).

Le parasite, au cours de son développement, va récupérer environ 80% de 1’hémoglo-
bine de la cellule hote pour la dégrader. Ce mécanisme va lui permettre de récupérer des
acides aminés indispensables a sa croissance et de défavoriser une lyse précoce du globule
(Milani et al. 2015). La dégradation de I’hémoglobine commence dés le stade anneau mais
a surtout lieu chez le trophozoite au niveau de la vacuole digestive qui contient les pro-
téases nécessaires. I.’hémoglobine va étre endocytée via le cytostome, invagination située a
I'interface entre la membrane plasmique et la vacuole parasitophore, selon un mécanisme
actine-myosine dépendant mais encore obscur (Milani et al. 2015). Ainsi la vésicule formée
est & double membrane et fusionnera par la suite avec la vacuole digestive. Ce processus est
encore confus et nécessite de plus amples investigations. Une seconde voie de transport par
phagocytose est également envisageable (Milani et al. 2015). La dégradation de I’hémoglo-
bine en héme engendre la formation d’un produit toxique pour le parasite avec un risque
de rupture membranaire ou de dommages oxydatifs. Afin de contrecarrer ces menaces, le
parasite détoxifie les hémes ferreux libres par cristallisation en hémozoine, correspondant
au pigment malarique. I’implication des lipides, présents dans la vacuole digestive, dans
la détoxification de I'héme a été démontrée (Jackson et al. 2004). Lors de I’éclatement du
globule rouge et de la libération des mérozoites, 'hémozoine est également libérée et se
retrouve dans la circulation sanguine, processus en partie responsable des fiévres.

Des modifications de la cellule héte ont également lieu. Cela est rendu possible par
Pexportation d’environ 10% des protéines totales parasitaires. Ces exportations dans le
globule rouge favoriseraient ’absorption des nutriments mais aussi fragiliseraient la mem-
brane plasmique par interaction avec les protéines parasitaires qui s’y accumulent. Au
fur et & mesure du développement du parasite, des protubérances sont observables au ni-
veau de la membrane de la cellule hote. Elles correspondent aux knobs ol les protéines
comme Knob-Associated His-Rich Protein (KAHRP) et P. falciparum Erythrocyte Mem-
brane Protein 1 (PfEMP1) s’amassent (Maier et al. 2009). PIEMP1, protéine codée par la
famille des génes var, présente un domaine extracellulaire en dehors du globule et est ca-
pable d’adhérer aux cellules endothéliales (récepteurs CD36 ou ICAM-1), ce qui maintient
les érythrocytes infectés en dehors de la rate et évite ainsi leur destruction. Cette adhé-
rence explique pourquoi seulement les anneaux sont visibles dans la circulation sanguine
(Tiburcio et al. 2015b).

La présence des fissures de Maurer, une structure membranaire ressemblant au golgi
dans le cytosol de I'érythrocyte infecté, semble jouer un role prépondérant dans I'adressage
de ces protéines. Les fissures de Maurer sont des vacuoles aplaties & une membrane, d’une
largeur de 500 nm et pourraient provenir de la vacuole parasitophore (Mundwiler-Pachlatko
et Beck 2013). La position, le nombre et la taille peuvent varier et une diversité entre les
souches a été décrite. En effet, la souche 3D7 de P. falciparum présente une seule couche
contre plusieurs pour les souches NF54, HB3, Dd2, entre autres (Mundwiler-Pachlatko
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et Beck 2013). Les fissures de Maurer se mettent en place rapidement aprés l'invasion
et migrent progressivement pour se fixer au stade trophozoite et se désassembler avant
la libération des mérozoites. Elles permettraient de faire la connexion entre la vacuole
parasitophore et la membrane plasmique du globule rouge. Certaines protéines semblent
étre des résidentes permanentes de cette structure alors que les protéines destinées a la
membrane érythrocytaire ne sont que transitoires, ce qui est le cas de PfEMP1 et des
protéines de la famille des RIFIN et STEVOR (Mundwiler-Pachlatko et Beck 2013).

3 Schizogonie

Le stade schizonte correspond a ’étape ot le parasite va ou s’est déja multiplié (FIGURE
15E) et débute vers la 30°™m¢ heure post-invasion. La mitose de Plasmodium spp. est fermée
contrairement & la mitose ouverte de la plupart des eucaryotes, ou la membrane nucléaire
est désagrégée puis reformée autour de chaque nouvelle cellule fille. Les mitoses successives
de Plasmodium sont des endomitoses, & savoir sans division cellulaire et disparition de la
membrane nucléaire (Arnot et al. 2011). L’une des autres différences notables est 1’absence
de condensation des chromosomes qui semblent rester assez diffus tout au long de la mitose
lors d’observations microscopiques (Gerald et al. 2011). Apreés la réplication de ’ADN, la
premiére mitose a lieu au stade trophozoite agé (26-28h post infection) et la durée entre
Ientrée en réplication et la fin de la mitose est estimée a 4-6h, ce qui est plus long que
chez d’autres organismes comparables (levures) et que les phases de réplication et mitoses
suivantes (Arnot et al. 2011). Les centres organisateurs des microtubules (MTOCs) sont
positionnés sur la membrane nucléaire et les fuseaux mitotiques accrochent les chromo-
somes au niveau des kinétochores (Gerald et al. 2011). L’alignement des chromosomes lors
d’une métaphase classique n’est pas clairement démontré chez Plasmodium. Par la suite les
chromatides sceurs sont séparées et les MTOCs migrent & 'opposé I'un de 'autre. Au lieu
de former deux cellules filles avec la constitution de deux nouvelles membranes nucléaires,
le parasite va lui diviser son noyau en deux sans division cellulaire (Gerald et al. 2011). 11
va alors subir des nouveaux cycles mitotiques, pour obtenir une cellule syncyciale, c’est-
a-dire multinuclée de 16 & 22 noyaux a 1n. L’absence de synchronisation dans la division
nucléaire engendre ce nombre final de mérozoites qui n’est pas forcément une puissance de
2 (Arnot et al. 2011 ; Gerald et al. 2011).

Au cours du stade schizonte, une augmentation des ribosomes libres, du réticulum en-
doplasmique, la multiplication des mitochondries et des apicoplastes sont observables. Par
la suite, les mérozoites vont s’individualiser selon un processus trés ordonné. Les organites
sécréteurs sont formés & partir de vésicules provenant du golgi qui vont se transformer
individuellement en micronémes et granules denses, ou fusionner pour former les rhoptries
(Bannister et al. 2000). Avant une individualisation compléte, une mitochondrie et un api-
coplaste, provenant du cytoplasme du schizonte, vont rejoindre chaque nouveau mérozoite.
Le cytosquelette et la couche de surface sont également assemblés. Lorsque la maturation
est complétée, la vacuole parasitophore et la membrane du globule rouge sont rompues et
permettent la libération des mérozoites (FIGURE 15F) qui vont alors rechercher un nouveau
globule rouge & envahir (Bannister et al. 2000).
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FIGURE 15 — Etapes du cycle érythrocytaire et de la gamétogenése chez P. falciparum.
Les globules rouges sains (A), les stades asexuels anneau (B), trophozoite jeune (C) et agé (D),
schizonte (E) et mérozoites sur le point d’étre libérés (F) sont représentés en images, ainsi que les
stades sexuels IT (G), IIT (H), IV (I) et le stade mature V (J) (Photos personnelles).

VI Gamétogenése

Au cours du cycle érythrocytaire, une voie d’échappement permet la formation des
gamétocytes, forme de transmission au moustique. Le déclenchement de la gamétogenése
se fait chez une faible proportion (1%) des parasites présents dans la circulation sanguine.
Ce faible taux pourrait s’expliquer par une volonté d’échapper au systéme immunitaire
avec les stades asexuels servant de leurre ou afin d’éviter qu'un trop grand nombre de
gamétocytes, puis d’ookinétes plus particuliérement, ne se retrouvent chez le moustique et
ne soient délétéres pour celui-ci (Talman et al. 2004). Des changements environnementaux
provoquant un stress cellulaire sont a 'origine de cette différenciation en gamétocytes,
ce qui entrainerait une variation dans ’expression génétique (Baker 2010). En culture, il
a été montré que 'ajout de composés pharmaceutiques, une lyse érythrocytaire ou une
parasitémie élevée..., entrainent une production accrue de gamétocytes.

Tous les mérozoites provenant d’'un méme schizonte se dirigent soit vers le cycle éry-
throcytaire soit vers la gamétogenése. Dans le cas de la voie sexuelle, ils vont méme induire
des gamétocytes du méme sexe (Silvestrini et al. 2000). Ces observations montrent que
I'induction en gamétocytes est établie dés le stade trophozoite /schizonte, avant la division
cellulaire. Le ratio entre les gamétocytes méles et femelles est en faveur de ces derniéres
méme s’il est difficile & estimer puisque les données varient en fonction de la souche, des
conditions de culture et de la technique utilisée (Baker 2010 ; Silvestrini et al. 2000). Ce
rapport sera rééquilibré au niveau des gamétes puisqu’'un gamétocyte méle engendra 8
gamétes males chez le moustique contre 1 gaméte unique pour la femelle.

Pour P. vivaz, P. malariae ou P. ovale, les formes gamétocytaires sont trés similaires
& un trophozoite, avec un espace occupé et des pigments plus importants. Dans les cas de
P. falciparum et P. reichenowi, les gamétocytes ont un aspect caractéristique en forme de
faux, a lorigine du nom falciparum (Dixon, 2012). Cette ressemblance est peu surprenante
puisque 'on sait que P. falciparum est plus proche du parasite du chimpanzé que de ses
homologues infectant 'Homme (FIGURE 3, page 7). La durée de maturation des gaméto-
cytes est également plus importante, avec une période de 9 a 12 jours. Le développement
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des gamétocytes de P. falciparum se divise en 5 stades, morphologiquement identifiables
(FIGURE 15G & J) sauf dans le cas du stade I qui est difficilement distinguable d’un tro-
phozoite mais pour lequel il existe des marqueurs précoces de la gamétogenése pouvant
permettre une identification incontestable (Baker 2010 ; Tiburcio et al. 2015a). Le stade 11
a une forme en demi-lune (J2-3), alors que le stade IIT (J3-5) est allongé avec des bords
arrondis. Le stade IV (J5-7) présente la méme forme allongée mais avec des extrémités
pointues (Alano 2007; Tiburcio et al. 2012). La classification des différents stades de la
gamétogeneése peut varier selon les auteurs (Dixon et al. 2012; Tiburcio et al. 2012). A
partir du stade IV, le sexe peut étre apparent, avec un noyau petit et des pigments concen-
trés pour les femelles et I'inverse pour les méales (Baker 2010). Les femelles possédent des
corps osmophiles en plus grandes quantités, organites sécréteurs pouvant jouer un role dans
la sortie des gamétes et la transmission des parasites au moustique (Suérez-Cortés et al.
2016).

L’¢longation des gamétocytes serait due au complexe membranaire subpelliculaire se si-
tuant en dessous de la membrane plasmique et semblable au complexe membranaire interne
des mérozoites (Dixon et al. 2012). Ce complexe permettrait 'ancrage aux microtubules
subpelliculaires qui allongeraient le gamétocyte (Baker 2010 ; Dixon et al. 2012). Au cours
de son élongation, la membrane du globule rouge va également exercer une pression qui va
entrainer une déformation du gamétocyte. Au stade V, les microtubules présents aux ex-
trémités sont désassemblés permettant un arrondissement de ces deux zones (Baker 2010 ;
Dixon et al. 2012).

Au cours de la gamétogenése, ’expression protéique se révéle différente des stades
asexuels. La détection de 200 & 300 transcripts sur-régulés dans les premiers jours montre
qu'un changement important s’opére au niveau transcriptomique et protéomique (Alano
2007 ; Florens et al. 2002 ; Silvestrini et al. 2010). Certains de ces transcrits seront utilisés
plus tard comme pour P25 et P28 qui ne sont traduits que chez les gameétes et le zygote
(Alano 2007). De méme, les protéomes des gamétocytes de sexes différents chez P. berghei,
montrent des différences puisque sur les 305 protéines exclusivement gamétocytaires détec-
tées chez le méle et les 170 pour la femelle, seulement 69 protéines sont partagées entre les
deux sexes (Khan et al. 2005). Bien que peu de protéines de P. berghei aient été identifiées
comme étant partagées entre les deux sexes, pour P. falciparum, le nombre est de 349 ce qui
est plus que les protéines gamétocytaires spécifiques du sexe (91 et 171 pour les méles et
femelles respectivement) (Miao et al. 2017). L’analyse des données montrent chez le méle,
un enrichissement en protéines impliquées dans la réplication de ’ADN, qui serviront lors
des divisions successives pour former les 8 gamétes. En revanche, pour la femelle, les pro-
téines sont surtout liées a l'apicoplaste et la mitochondrie, dont les deux organites chez le
zygote sont d’origines maternelles (Baker 2010), et & des protéines ribosomales (Miao et al.
2017).

Au contraire des stades parasitaires du cycle érythrocytaire, ce sont les gamétocytes
immatures qui ne sont pas visibles dans la circulation sanguine (Dixon et al. 2012). Les
gamétocytes présentent une cytoadhérence avec la rate et la moelle osseuse, ot le flux san-
guin est réduit (Dixon et al. 2012 ; Joice et al. 2014 ; Tiburcio et al. 2012). Les mécanismes
d’interaction semblent étre différents puisque les knobs ne sont pas détectables, ainsi que
PfEMP1 et d’'une maniére générale les génes var sont sous-exprimés. L’implication des ré-
cepteurs CD36 et ICAM-1 a été étudiée avec des résultats parfois contradictoires (Tibtrcio
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et al. 2015b).

Les gamétocytes de stade V sont détachés de leur lieu d’ancrage mais le mécanisme
n’est pas encore connu. Il a été supposé soit que les ligands permettant 'adhésion sont dé-
gradés/modifiés soit que le changement de forme du stade mature favorise un détachement
et une libération dans la circulation sanguine (Dixon et al. 2012). En effet, les gamétocytes
séquestrés montrent une rigidité plus importante au niveau de la membrane plasmique du
globule rouge. Cette hausse serait due a 'implication des protéines de la famille STEVOR
qui se fixent au niveau de la membrane (Tibtrcio et al. 2012). Les STEVORs sont déja dé-
crites comme étant impliquées également dans la séquestration des stades asexuels (Sanyal
et al. 2012). Un regain de déformabilité chez les gamétocytes matures, par dissociation des
protéines STEVORs et dépolymérisation des microtubules, pourrait expliquer la libération
des parasites dans le sang (Tibturcio et al. 2012). Une fois libres, les gamétocytes de stade V
deviennent infectieux pour les moustiques aprés 2-3 jours et le restent moins d’une semaine

(Tibturcio et al. 2015b).

VII De 'Homme a ’anophéle

Lors du repas sanguin, les gamétocytes matures sont ingérés par I'anophéle et se re-
trouvent dans son intestin. Les gamétes sont alors formés par différents stimuli environne-
mentaux comme une hausse du pH, la présence de ’acide xanthurénique ou une baisse de
la température interne entre I'Homme et le moustique (Bennink et al. 2016 ; Billker et al.
2004). Ces facteurs permettraient de déclencher une cascade de signalisation entrainant une
libération de calcium cytosolique depuis les citernes calciques du parasite. Les ions Ca?"
seraient activateurs de protéines kinases calcium-dépendantes (CDPK) comme CDPK1
qui déréprime les ARNm stockés chez la femelle (Sebastian et al. 2012). Pour les méales,
CDPKI1 participe a 'exflagellation des microgamétes et CDPK4 & la réplication de ’ADN
(Bennink et al. 2016 ; Billker et al. 2004). Deux minutes aprés la prise du repas sanguin,
les gamétocytes s’arrondissent, puis en moins de 10 minutes, la vacuole parasitophore et
la membrane plasmique du globule sont rompues permettant la libération des parasites.

Le microgamétocyte méle réplique rapidement (moins de 15min) trois fois son génome,
passant d’un génome haploide & octaploide et produisant ensuite par mitose 8 microga-
métes méles exflagellés constitués d’'un axonéme. Le gamétocyte femelle ne se divise pas
et forme un macrogaméte (Bennink et al. 2016). Trente minutes aprés U'entrée des gamé-
tocytes, un gameéte méale fertilise le macrogaméte femelle et fusionne ainsi que les noyaux.
Le processus de fertilisation reste encore largement inconnu.

Quelques heures aprés, le zygote subit une méiose et devient tétraploide et le restera jus-
qu’a la formation des sporozoites haploides. Il a été démontré qu’au stade zygote/ookinéte
de P. berghei, seuls les génes maternels sont transcrits et les ARNm traduits sont hérités
du macrogaméte femelle. Les génes paternels sont réprimés dans un premier temps puis
transcrits de novo dans le cas des génes codant des protéines impliquées dans 'invasion
et la formation de l'oocyste (Ukegbu et al. 2015). Au cours du développement du zygote
en ookinéte, le pdle apical et le complexe membranaire interne sont reconstitués (Bennink
et al. 2016).

L’ookinéte est considéré comme mature 20 & 30h aprés le repas sanguin. Il est alors
mobile et migre depuis la lumiére de 'intestin jusqu’a ’endothélium. Il doit se débarrasser
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de la matrice péritrophique qui tapisse I'intestin. Cette couche protectrice produite par le
moustique est lysée par la sécrétion de chitinase (Bennink et al. 2016). L’ookinéte pénétre
I’épithélium de l'intestin par le c6té apical et traverse les cellules jusqu’a atteindre la
lame basale (Aly et al. 2009). Les micronémes semblent étre indispensables pour que le
parasite effectue ce trajet selon un mode de traversée rappelant celui des sporozoites dans
les hépatocytes. L’ookinéte se fixe & la lame basale, probablement par interaction avec
la laminine et devient immobile, formant ainsi I'oocyste (Aly et al. 2009 ; Matuschewski
2006). Pendant 10 & 12 jours, 'oocyste se divise une dizaine de fois et forme un syncytium
(Gerald et al. 2011). Des invaginations internes formant des lobes, les sporoblastes, vont
étre le lieu de formation des sporozoites (Aly et al. 2009 ; Matuschewski 2006). L’oocyste
se procure tous les nutriments dont il a besoin via I’hémolymphe du moustique. Aprés
la multiplication en milliers de sporozoites, ceux-ci vont étre libérés et vont entamer leur
processus de migration vers les glandes salivaires et permettre de redémarrer un nouveau
cycle.

Au cours des stades ookinétes, oocystes et sporozoites, il a été mis en évidence que le
microbiote de l'intestion du moustique était important pour le développement. En effet,
une richesse accrue en bactéries Gram négatif du genre Enterobacter est létale pour la
croissance parasitaire chez les anophéles par génération d’un stress oxydatif (Cirimotich
et al. 2011).

VIII Reégulation du cycle de vie de Plasmodium falciparum

Au cours du cycle de vie de P. falciparum, différents stades s’enchainent : sporozoites,
mérozoites, anneaux, trophozoites, schizontes, gamétocytes de tous stades, gamétes, zy-
gotes, ookinétes et oocystes. Cette succession nécessite une régulation qui doit étre fine,
précise et variable selon I’environnement. Différents mécanismes de régulation sont connus
chez les eucaryotes et décrits également de maniére plus ou moins importante chez Plas-
modium spp.. L’expression d’une protéine peut étre contrélée en amont, pendant et aussi
en aval de sa traduction.

1 Reégulation transcriptionnelle

Le premier niveau de régulation possible dans la modulation de ’expression protéique
est un controle de la transcription du géne en question. Chez P. falciparum, différentes
études émergent afin de démontrer I'importance que peuvent jouer la structure de ’ADN
et les modifications épigénétiques.

Lorsque 'on regarde de plus prés le génome de Plasmodium falciparum, on remarque
la faible proportion de facteurs de transcription (FTs). Il a été estimé en 2004, que le ratio
nombre total de génes sur le nombre total de FTs est de 'ordre de 800 chez le parasite
alors qu’il n’est que de 29 chez S. cerevisiae (Templeton et al. 2004). Différentes raisons
pouvaient expliquer ces données, une difficulté & estimer le nombre de FTs au vu de la
particularité du génome ou une régulation qui est compensée par d’autres mécanismes.
Cependant, depuis cette étude, de nouveaux FTs ont été mis en évidence, ceux de la
famille Apetala2, qui a été caractérisée chez les plantes (Balaji et al. 2005 ; Kaneko et al.
2015). Vingt-sept protéines ApiAP2 sont identifiées chez P. falciparum et possédent 1 & 4
domaines d’interaction avec ’ADN, ce qui porte le nombre & une trentaine de F'Ts au total.
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Vingt-deux ApiAP2 semblent étre exprimés de fagon stade-dépendante au cours du cycle
érythrocytaire, indiquant que ces facteurs de transcription joueraient un réle spécifique
dans I'expression protéique a chaque stade (Balaji et al. 2005). PbAP2-O est un facteur de
transcription de la méme famille que précédemment et son réle dans ’expression de plus
de 500 genes, soit 10% du génome, a été démontré au stade ookinéte de P. berghei (Kaneko
et al. 2015). De la méme maniére, PIAP2-G est décrit comme étant le facteur de régulation
maitre dans le contrdéle de la transcription des génes impliqués dans le déclenchement
de la gamétogenese (Kafsack et al. 2014; Sinha et al. 2014). Ces implications dans la
transcription a un stade précis, sur une forte proportion du génome, confortent I’hypothése
que le faible nombre de facteurs de transcription est compensé par le fait que ceux-ci sont
des régulateurs maitres et que leur expression successive au cours du cycle assurent une
régulation de I’expression des protéines.

L’épigénétique peut également réguler la transcription. Ce phénomeéne étudié chez plu-
sieurs organismes a permis d’établir qu’en général 'acétylation des histones est liée a une
activation de la transcription et que la méthylation est plutdt répressive méme si la position
et I’équilibre entre les modifications peuvent entrainer des résultats contraires. Différentes
études prouvent que ces mécanismes sont également présents chez Plasmodium et semblent
jouer un rdle dans la régulation transcriptionnelle avec soit un effet activateur (H3K4me3,
H3K9ac...) ou soit un effet répresseur (H3K36me2) (Karmodiya et al. 2015).

La famille VAR, d’une soixantaine de génes, code les protéines PfEMP1. La régulation
de ces génes de virulence est 'une des plus étudiée chez P. falciparum. Des modifications
épigénétiques sont décrites sur les différents génes var et P. falciparum Heterochromatin
Protein 1 (PfHP1) peut s’associer a la modification répressive H3K9me3 pour maintenir
ces geénes sous silence (Flueck et al. 2009). Au moment opportun, I'activation de la trans-
cription peut étre enclenchée par la fixation de longs ARNs antisens non codants et par un
changement épigénétique (H3K9ac, H3K4me2 et H3K4me3) (Amit-Avraham et al. 2015).
Un modéle de la régulation transcriptionnelle des génes var a été établi et est représenté
en FIGURE 16.

D’autres mécanismes et exemples ont été étudiés et ont fait 'objet d’une revue (Batu-
gedara et al. 2017).

2 Reégulation post-transcriptionnelle

En 2003, 'analyse du transcriptome de P. falciparum a laissé entrevoir que 75% des
génes étaient transcrits au cours du cycle érythrocytaire. Ces ARNm étaient traduits dans
la foulée pour assurer la fonction des protéines (Bozdech et al. 2003). Cependant, une
équipe a étudié la corrélation entre le transcriptome et le protéome de chaque stade et a
remarqué qu’en général les transcrits d’un stade donné correspondent plus particulierement
aux protéines du stade suivant sauf dans le cas des trophozoites, schizontes et sporozoites
(Le Roch et al. 2004). Par exemple, le transcriptome des mérozoites et des gamétocytes ont
une meilleure corrélation avec les protéomes des anneaux et des gamétes respectivement.
Ce décalage indique qu’il existe bien des mécanismes de régulation post-transcriptonnelle
pour une partie des transcrits (Le Roch et al. 2004).

Parmi les processus de régulation traductionnelle, il a été démontré que la protéine
PfDHFR-TS pouvait réprimer sa propre traduction en se fixant sur son ARNm (Hughes
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FIGURE 16 — Régulation épigénétique des génes var chez P. falciparum. La déacétylation
par les sirtuines SIR2A et SIR2B ou par ’histonedéacetylase HDA2, I'ajout de 3 groupements
méthyles par SET2 sur la lysine 9 de T’histone H3 (H3K9me3) ainsi que la liaison de PfHP1
entrainent une condensation de PADN en hétérochromatine et une mise sous silence des génes
var. Un changement des modifications épigénétiques (H3K9ac, H3K4me2 et H3K4me3) et une
intervention des longs ARNs antisens non codants vont favoriser une reprise de la transcription
(d’apres (Batugedara et al. 2017)).

et al. 2010; Vembar et al. 2016). La présence de uORF (upstream Open Reading Frame)
a été prouvée chez le parasite et est connue chez I’Homme et la souris. Ce sont des codons
starts situés dans 'UTR 5" qui permettent de leurrer le systéme de traduction du vrai
cadre ouvert de lecture (Hughes et al. 2010).

La stabilité des ARNm fait également partie des mécanismes de régulation post-
transcriptionnelle. Une étude a été réalisée sur la demi-vie des ARNm au cours du cycle
érythrocytaire (Shock et al. 2007). Au fur et & mesure de la maturation du parasite, la
moyenne de la demi-vie des ARNm s’accroit, passant de 9.5min au stade anneau a 65.4min
pour un schizonte 4gé. Cette hausse ne serait pas due a la transcription d’un groupe de
génes particuliers puisqu’elle est globalement observable chez tous les ARNm quelle que
soit la fonction de la protéine codée par la suite. Une partie des protéines, connues comme
étant impliquées dans la dégradation des ARNm chez la levure et 'Homme par décoif-
fage, déadénylation ou formation de I’exosome, ont été identifiées par homologie chez P.
falciparum (Shock et al. 2007).

Des régulations par des ARNs non codants et interactions en cis et trans sur les UTR
des ARNm sont également décrites ainsi que d’autres mécanismes compilés dans deux
revues (Hughes et al. 2010 ; Vembar et al. 2016).

3 Reégulation post-traductionnelle

Une fois la protéine traduite, un nouveau palier de régulation peut intervenir. Il s’agit
des modifications post-traductionnelles qui mettent en place différents changements sur un
ou plusieurs acides aminés et qui semblent étre impliquées & tous les stades parasitaires
(FIGURE 17). Chez P. falciparum, de nombreuses réactions ont été signalées et sont carac-
térisées de maniére plus ou moins approfondies. Les modifications de type glycolysation,
sumoylation sont incertaines ou faiblement étudiées chez le parasite (Doerig et al. 2015).
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FI1GURE 17 — Régulation post-traductionnelle au cours du cycle de vie de P. falci-
parum. Les modifications post-traductionnelles de type acétylation et méthylation, lipidation ou
stade et transition parasitaires. Certaines de ces réactions sont indiquées sur le schéma représentant
le cycle de vie de P. falciparum (d’aprés (Doerig et al. 2015)).

L’acétylation et la méthylation des protéines parasitaires font partie des phénoménes
post-traductionnels les mieux décrits. L’addition réversible de ces groupements acétyle
et méthyle respectivement, est notamment connue et référencée dans le cas des histones
(FIGURE 16) dont la conséquence est, entre autres, la régulation du niveau de transcription.
Les enzymes assurant les réactions ont été identifiées chez P. falciparum. Le parasite pos-
séde 10 histones acétyltransférases, 5 histones déacétylases, 13 histones méthyltransférases
et 3 histones déméthylases (Doerig et al. 2015).

L’ajout lipidique est une modification post-traductionnelle qui résulte souvent en une
association avec une membrane cellulaire. Différents types de modifications existent, pré-
nylation, myristoylation, palmitoylation, glypiation (ancre GPI) (Doerig et al. 2015). Cer-
taines de ces réactions sont cependant considérées comme étant co-traductionnelles puis-
qu’elles ont lieu avant ’adressage membranaire et la fin de la synthése protéique. La pré-
nylation et la myristoylation sont considérées comme étant irréversibles, ce qui n’est pas le
cas des deux autres réactions. La palmitoylation semblerait étre la modification lipidique la
plus abondante chez P. falciparum avec prés de 8% du protéome total concerné rien qu’au
stade schizonte, pourcentage similaire & d’autres eucaryotes (Jones et al. 2012). Pour les
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autres réactions, le nombre de protéines impliquées serait de 'ordre de plusieurs dizaines
(Doerig et al. 2015 ; Gisselberg et al. 2017).

Les phénoménes de phosphorylation et déphosphorylation impliquent les kinases et les
phosphatases respectivement. Ces modifications réversibles sont considérées comme faisant
partie des plus abondantes chez les eucaryotes et aussi chez Plasmodium. Trois phosphopro-
téomes ont permis de détecter 8463 sites de phosphorylation sur 1673 protéines (Treeck et
al. 2011), 1177 sur 650 (Solyakov et al. 2011) et 2541 sur 919 (Lasonder et al. 2012), méme
s’il existe un taux de recouvrement entre ces résultats. Les phosphorylations se situent
sur les sérines (84.4%), thréonines (13.2%) et les tyrosines (2.4%) avec des pourcentages
assez similaires a ceux relevés chez ’Homme ou la souris (Lasonder et al. 2012). L’analyse
des phosphoprotéines montre que le phénoméne de phosphorylation touche I'ensemble des
fonctions biologiques, du métabolisme au cycle cellulaire en passant par la pathogénicité.
Ces trois phosphoprotéomes ont été réalisés a chaque fois sur le stade schizonte de P. fal-
ciparum. On peut alors facilement présager que le nombre de protéines phosphorylées tout
au long du cycle parasitaire est supérieur aux données actuelles.

La diversité des modifications post-traductionnelles et leur importance pour la survie
et la multiplication des parasites font des enzymes impliquées dans ces réactions, des cibles
thérapeutiques envisageables.

C Phosphorylation et déphosphorylation : cas de la Protéine
Phosphatase de type 1 et de ses régulateurs

I Le kinome et le phosphatome de P. falciparum
1 Le kinome

LUSIEURS analyses bio-informatiques ont permis d’établir le kinome putatif de P. fal-
P ciparum. Le nombre a été estimé a 85 (Ward et al. 2004), 93 (Talevich et al. 2011)
ou 99 génes codant une kinase (Anamika et al. 2005) soit moins de 2% du génome, pour-
centage similaire & 'Homme ou a la levure (Talevich et al. 2011). Parmi ces enzymes,
on trouve entre 65 et 71 protéines kinases eucaryotes (ePKs), qui peuvent étre classées
dans des familles décrites et conservées, CK1, CMGC, CamK, AGC, Aurora, Nima, elF2«
(TABLEAU 3). D’autres kinases ne présentent pas une homologie suffisante pour étre clas-
sées dans les familles connues et sont considérées comme orphelines. Cependant, certaines
familles ne sont pas identifiables chez le parasite comme les tyrosines kinases (TyrK), ce qui
reste & éclaircir puisque des tyrosines ont été identifiées comme étant phosphorylées chez
le parasite (Lasonder et al. 2012 ; Solyakov et al. 2011 ; Treeck et al. 2011). Un phénoméne
de boucle d’autophosphorylation pourrait étre plausible mais des tyrosines phosphorylées
ont également été repérées sur des protéines sans activité kinase (Solyakov et al. 2011).
Cette carence est aussi observable chez les levures et certains eucaryotes unicellulaires. Les
MAPKKs, famille des STE, ne sont également pas identifiées chez P. falciparum mais aussi
de fagon générale chez les Apicomplexa (Talevich et al. 2011), suggérant une divergence de
la voie ou un phénoméne de compensation (Anamika et al. 2005; Ward et al. 2004).
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Par knock-out, il a été démontré que sur 62 des 65 ePKs identifiées chez P. falcipa-
rum par I’équipe du Dr Doerig (Ward et al. 2004), 36 semblent étre essentielles durant
le cycle érythrocytaire, 12 totalement dispensables et 14 autres probablement (Solyakov
et al. 2011). Sur les 66 ePks putatives de P. berghei, 23 semblent ne pas étre essentielles au
cours des stades asexuels sanguins (Tewari et al. 2010). Seize autres mutants de kinases ne
montrent pas de phénotype particulier des stades érythrocytaires a I'ookinéte alors que 12
enzymes sont indispensables pour la formation et la migration des sporozoites aux glandes
salivaires.

TABLEAU 3 — Kinome putatif de P. falciparum. Les différentes protéines kinases potentielles
du parasite ont été identifiées et classées selon plusieurs analyses bio-informatiques # : (Ward et al.
2004), » : (Anamika et al. 2005), © : (Talevich et al. 2011), 4 : (Solyakov et al. 2011)), ¢ : (Nunes
et al. 2007).

Prolifération cellulaire et différenciation
CK12ed 1
Signalisation
TKLaed 3ab
CDK 9
MAPK 2b Prolifération cellulaire et différenciation®
CMGC
GSK3 32 ou épissage des ARNm?
ePKs
CLK 44
(65 & 71)

CamK 12 a 13»cd Signalisation calcium-dépendante?®

AGC 5a.b.d Signalisation®

Aurora 32 Division cellulaire

Nima 4ab,c.d Division cellulaire®

elF2a 3d Régulation traduction®
Orpheline 14 a 19¢4

RIO 22 Métabolisme des ARNm?
aPK
ABC1 28 Réponse au stress oxydatif
Remodelage de la cellule hote
FIKK 20%¢ 4 21°¢
et trafic des protéines exportées®®

Une famille de kinases, assez éloignée des ePKs, a été mise en évidence, les FIKKs,
nommeées selon le motif distinctif (Phe-Ile-Lys-Lys) et semblent étre spécifiques des Api-
compleza (TABLEAU 3). Le nombre élevé de ces kinases chez P. falciparum (20 ou 21) parait
atypique puisqu’une seule FIKK est identifiée chez d’autres Plasmodium, Toxoplasma gon-
dii et Cryptosporidium parvum (Nunes et al. 2007 ; Talevich et al. 2011 ; Ward et al. 2004).
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P. reichenowi posséderait 6 FIKKs confirmant ainsi sa ressemblance avec P. falciparum
et indiquant que les FIKKs se sont fortement développées au niveau de cette branche de
I’évolution (Talevich et al. 2011). Ces kinases sont pour la plupart, décrites ou supposées
comme étant exportées dans le globule rouge (Nunes et al. 2007). La fonction biologique
des FIKKs reste encore largement & éclaircir, méme si au vu de la localisation, un réle dans
le remodelage de la membrane cellulaire du globule rouge ou dans le trafic des protéines
est envisageable.

2 Le phosphatome

La phosphorylation des protéines par les kinases est un phénoméne réversible de modi-
fication post-traductionnelle. L’activité antagoniste des phosphatases permet d’assurer le
retour & un état non phosphorylé. Chez la plupart des eucaryotes, la balance entre kinases
et phosphatases est déséquilibrée a I'avantage de ces premiéres dont la spécificité envers
les substrats semble étre plus importante. Les analyses du phosphatome de P. falciparum
ont permis d’identifier entre 34 et 67 phosphatases (Pandey et al. 2014 ; Wilkes et Doerig
2008). L’écart important est di au fait que dans la premiére étude, seules les phosphopro-
téines phosphatases ont été prédites. La balance est alors en prenant les estimations les
plus basses, de 1 phosphatase pour 2,5 kinases chez P. falciparum contre 1 pour 3,5 chez la
souris (561 kinases et 162 phosphatases) (Forrest et al. 2003). Ces données montrent qu’en
plus d’avoir un nombre plus restreint d’enzymes, le rapport entre les deux est légérement
réduit.

TABLEAU 4 — Phosphatome putatif de P. falciparum. Les différentes protéines phosphatases
potentielles du parasite ont été identifiées et classées selon plusieurs analyses bio-informatiques * :
(Wilkes et Doerig 2008), ® : (Pandey et al. 2014).

Groupes Nombre Particularités
» 162 Dépendantes des ions métalliques
Phosphoprotéines phosphatases
18P (Mn?*, Ca?" ...
) 102 Dépendantes des ions métalliques
Protéines phosphatases 2C
11b (Mn2+, Mg?* )
Phosphatases tyrosine spécifiques
4&
Protéines Tyrosine phosphatases Phosphatases & double spécificité
4b
Phosphatases a faible poids moléculaire
| 4o . |
Haloacides Déhalogénases . Réaction catalytique basée sur 1 aspartate
10
Diverses 24P

Les phosphatases de P. falciparum peuvent étre classées en 4 familles principales, les
phosphoprotéines phosphatases et les protéines phosphatases 2C, les protéines tyrosine
phosphatases et les haloacides déhalogénases (TABLEAU 4). Les deux premiéres familles
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peuvent étre classées dans les métallophosphatases. Les autres enzymes sont regroupées
dans le groupe divers, qui contient des membres des familles Histidines phosphatases,
PAP2 like et Exonuclease-endonucleases phosphatases entre autres. Sur les 67 phospha-
tases putatives, 44 sont exprimées a la fois aux stades asexuels et gamétocytaires, alors
que 3 semblent étre exclusives aux schizontes et 4 aux gamétocytes.

Parmi les phosphatases du parasite, 33 n’ont pas d’orthologue chez ’'Homme dont 6
sont spécifiques des Plasmodium (Pandey et al. 2014). De plus, chez P. berghei, 16 phos-
phatases sur les 30 semblent étre indispensables a la survie du parasite au cours du cycle
érythrocytaire et 6 autres pour les stades chez le moustique (FIGURE 18) (Guttery et al.
2014). Parmi celles essentielles au cours du cycle asexuel, on trouve plusieurs des phospho-
protéines phosphatases, dont la PP1c et la PP2A. L’utilisation d’un systéme de knock-out
inductible permettrait de vérifier si l’essentialité de ces phosphatases, entre autres, est
uniquement restreinte au cycle asexuel ou si elles sont indispensables & d’autres stades
parasitaires.
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FIGURE 18 — Analyse phénotypique des mutants phosphatases de P. berghei. Les 30
phosphatases de P. berghei ont été délétées individuellement et les mutants obtenus ont été testés,
si possible, a différentes étapes du cycle de vie parasitaire (d’aprés (Guttery et al. 2014)).

Actuellement, environ 40% des kinases putatives de P. falciparum ont été caractérisées
pour seulement 20% des phosphatases. Bien que 1’étude de ces derniéres a longtemps été
délaissée au profit de celle des kinases, il est maintenant clairement établi que la diver-
gence et ’essentialité des phosphatases peuvent étre utiles pour en tirer avantage comme
cibles thérapeutiques potentielles. Au laboratoire, nous nous intéressons principalement &
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la Protéine Phosphatase de Type 1 chez Plasmodium. La PP1 est 'objet d’étude de cette
thése et son mécanisme d’action, ses régulateurs et ses fonctions biologiques sont détaillés
ci-dessous.

II La Protéine Phosphatase de Type I : sous-unité catalytique ou PP1c

Deux métallophosphatases, sérine/thréonine phosphatases, contrélent majoritairement
le processus de déphosphorylation chez P. falciparum. Il s’agit des Protéines Phosphatases
de type I (PP1) et de type 2A (PP2A). Par l'utilisation d’inhibiteurs, 'acide okadaique et
la calyculine A, et de substrats spécifiques, ?Plphosphorylase phosphatase et [3?Plcaséine
phosphatase, il a été démontré que l'activité de PP1 était prédominante chez le parasite
(Yokoyama et al. 1998). Au sein du globule rouge sain, l'activité de PP1 semble étre faible,
voire absente. L’application de ces inhibiteurs entraine une diminution de la croissance
parasitaire en culture in vitro (Yokoyama et al. 1998). Ce résultat indique que ces phos-
phatases et notamment la PP1, sont indispensables a la survie du parasite.

1 La PPlc chez les eucaryotes

Afin de maintenir un certain état de phosphorylation au sein d’une cellule, un équilibre
doit s’établir entre les kinases et les phosphatases. Longtemps décrites comme ayant une
faible spécificité de substrats par rapport aux kinases, les phosphatases compensent leur
faible nombre par ’action de sous-unités régulatrices qui vont conférer un controle de leur
activité.

La Protéine Phosphatase de type I est une holoenzyme constituée d’une sous-unité ca-
talytique, PP1c, et d’une sous-unité régulatrice variable. La PP1c assure 'activité enzyma-
tique et présente, seule, une trés forte activité enzymatique puisqu’elle permet d’accélérer
I’hydrolyse d’une liaison phospho-monoester trés stable (demi-vie 10!? ans) par un facteur
de 10%! (Lad et al. 2003). C’est pourquoi une régulation est nécessaire par sa deuxiéme
sous-unité, afin de contréler et de limiter son activité phosphatase et ainsi d’éviter toute
toxicité a la cellule. La PPlc peut également étre phosphorylée par CDC2, comme sur
sa thréonine 320, ce qui modére son activité (J. Q. Wu et al. 2009). Une diminution de
I’activité kinase de CDC2, a la fin de la mitose, facilite I’'autodéphosphorylation du résidu
de la PP1c.

PPlc est également I'une des protéines les plus conservées chez les eucaryotes. Cette
conservation serait due au fait que la PPlc est une plateforme interagissant avec une
multitude de protéines (Heroes et al. 2013). La moindre mutation peut donc avoir des
conséquences importantes sur son interactome et ainsi sur sa fonction.

1.1 La PPlc chez les mammiféres

La PPlc est codée chez les mammiféres par 3 génes pplca (PPla), pppich (PP15/0)
et ppplcc (PP1y). Ils peuvent former jusqu’a 7 isoformes mais 4 d’entre elles sont considé-
rées comme majoritaires : PPla, PP15/§ et PP1y; et 7o (Korrodi-Gregorio et al. 2014).
Les trois premiéres ont une expression ubiquitaire alors que PPlcyy est surexprimée dans
les testicules et le sperme (Korrodi-Gregorio et al. 2014 ; Peti et al. 2013). Ces différentes
PPlc possédent une trés forte identité au niveau du domaine catalytique d’environ 280
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acides aminés. Elles possédent toutes le motif signature des sérine/thréonine phospha-
tases, la séquence LRGNHE (Barton et al. 1994), qui est conservé chez I'ensemble des
PPlc (FIGURE 19). Les variations sont principalement observables dans les régions non
catalytiques N- et C-terminales.

1.2 La PPlc chez Saccharomyces cerevisiae

La PPlc de S. cerevisiae a été mise en évidence la premiére fois aprés une analyse de
mutants dans la voie métabolique du glycogéne (Cannon et al. 1994). Le mutant GLC7 qui
présente une déficience dans ’accumulation du glycogéne, porte une mutation au niveau du
géne codant pour la PPlc. La glycogéne-synthase reste alors dans un état phosphorylé et
inactif. La modification de glc7 en alléle thermosensible a montré que I’absence de ’enzyme
entraine un blocage de la cellule en phase mitotique (MacKelvie et al. 1995).

Une expérience de complémentation de la GLC7 par 'une des isoformes humaines a
été effectuée (Gibbons et al. 2007) puisque elle posséde environ 86% d’identité avec les
HsPPlc (Bhattacharyya et al. 2002). Les levures présentent le meilleur taux de croissance
avec la HsPPla mais la HsPP13 assure une meilleure accumulation en glycogéne. Ce ré-
sultat serait dii & une interaction plus importante entre HsPP15 et Gaclp, un régulateur
de GLC7 impliqué dans le métabolisme du glycogéne chez la levure. Cependant, la spo-
rulation des levures n’est pas assurée pour les mutants complémentés par 'une des PP1c
humaines (Gibbons et al. 2007). L’ensemble des observations confirme bien le haut degré de
conservation de la PP1c au cours de I’évolution des eucaryotes avec de légéres adaptations
pour chaque organisme.

1.3 La PP1lc chez Plasmodium

La PPlc de P. falciparum (PfPPlc) a été identifiée en 2002 sur le chromosome 14
(Bhattacharyya et al. 2002) et correspond a la plus petite PPlc connue (Kumar et al.
2002). Son geéne, PF3D7 1414400, est d’une longueur de 1560 paires de bases et contient
4 introns (PlasmoDB 2017). Il code une protéine de 304 acides aminés et 35 kDa. La
phosphatase posséde une homologie de 87% et 83% d’identité avec 'Homme et S. cerevisiae
respectivement et conserve le motif signature des sérine/thréonine phosphatases, LRGNHE
(FIGURE 19) (Bhattacharyya et al. 2002). Les plus grandes différences se situent comme
dans le cas des autres organismes, en N- et C-terminal. PfPP1c est exprimée a tous les
stades présents chez 'Homme (Kumar et al. 2002). La PfPP1lc a été produite sous forme
recombinante au sein du laboratoire et son activité phosphatase a été démontrée envers
des substrats non spécifiques (Daher et al. 2006).

PfPP1lc et GLCT7 ne sont pas que des homologues puisque la PPlc du parasite est
capable de complémenter le mutant GLCT et de restaurer un seuil classique de glycogéne
(Bhattacharyya et al. 2002). Une interférence de ’ARNm de PfPP1lc a montré une perte
de croissance parasitaire, probablement due & un défaut lors de la réplication de ’ADN
(Kumar et al. 2002). Cependant, ces résultats sont a prendre avec précaution puisqu’il a
été démontré par la suite que le mécanisme d’interférence de ’ARN n’est pas fonctionnel
chez P. falciparum (Baum et al. 2009). Un substrat de PfPP1 a été identifié dans les
fissures de Maurer. Il s’agit de P. falciparum Skeleton-Binding Protein 1 (PfSBP1) dont la
déphosphorylation serait nécessaire pour la libération des mérozoites (Blisnick et al. 2006).
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FIGURE 19 - Alignement de différentes PP1c. Comparaison entre les séquences protéiques
des PPlc humaines (HsPPlc alpha, beta, gammal), de la PPlc de S. cerevisiae (GLCT7) et des
PPlc de P. falciparum (PfPP1lc) et P. berghei (PbPP1c). Le motif signature des sérine/thréonine
phosphatases est encadré en rouge. L’alignement a été réalisé par BioEdit et ClustalW.

Son orthologue chez P. berghei, PbPPlc, ne posséde que deux introns au niveau gé-
nomique mais conserve une identité a 99% avec uniquement une variation au niveau des
trois derniers acides aminés (FIGURE 19). La transcription de pbppIc chez le parasite du
rongeur semble étre importante durant les stades érythrocytaires et de la gamétogenése,
ce qui pourrait suggérer une forte activité au cours de ces stades (M. Zhang et al. 2016).
L’absence de réussite dans la réalisation d’un knock-out de ce géne au stade schizonte
(FIGURE 18) (Guttery et al. 2014; M. Zhang et al. 2016) ou au stade anneau de P. fal-
ciparum (données personnelles), laisse également penser que la protéine est essentielle au
niveau de ces stades. L’utilisation d’un systéme de knock-out conditionnel, FIpL/FRT, a
permis de montrer que PbPP1c n’est pas essentielle de la formation des sporozoites a la
libération des mérozoites hépatiques (M. Zhang et al. 2016). Ces mérozoites ne sont en
revanche pas infectieux et ne permettent pas la poursuite du cycle parasitaire. Ces résultats
sont & la fois attendus et surprenants. En effet, les niveaux en ARNm de PbPP1lc sont au
maximum lorsque le parasite est dans un globule rouge (cycle érythrocytaire et gaméto-
geneése) puis faibles chez le moustique et dans le foie, ce qui correspond parfaitement aux
stades ot la PP1c est essentielle ou non. Cependant, il s’agirait de la premiére description
que la PP1c est dispensable & un moment donné de la vie cellulaire.

2 La PPlc et sa structure

Comme toutes protéines, la structure tridimensionnelle de la PP1c est primordiale afin
d’étre dans la capacité d’assurer sa fonction. Par cristallographie, il a été observé que le
domaine catalytique est en forme ellipsoidale excluant uniquement les extrémités N- et
C-terminales (Goldberg et al. 1995). La disposition en 10 hélices « et 15 feuillets 5 assure
une position du site actif au coeur de la protéine. C’est & cet emplacement, au niveau des
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feuillets et hélices Bo-avp-F3-ac-B4, que se fixent les deux ions métalliques indispensables
pour la catalyse enzymatique (FIGURE 20A). Des ions Fe?' ou Zn?" seraient requis méme
si pour la production en bactéries sous forme recombinante, le Mn?" est utilisé (Heroes
et al. 2015). Ces ions permettent d’activer une molécule HoO favorisant ainsi une attaque
nucléophile du phosphore et une liaison avec 'oxygéne chargé négativement du groupe
phosphate. Ces métaux contribuent a la spécificité d’action de la PP1c envers les différents
substrats et des chaperonnes seraient nécessaires pour charger le site catalytique en ions
(Heroes et al. 2015). Le site actif se trouve a l'intersection de trois sillons formant ainsi un
Y. Ceux-ci sont hydrophobes, acides ou en C-terminal (FIGURE 20B).

C-terminal
groove

FIGURE 20 — Modélisation de la structure de la PP1c. A. Schématisation de la structure
secondaire de la PP1c. Les hélices « et les feuillets 8 sont représentés par des cylindres et des fleches
respectivement. La région N-terminale est en violet, bleu, jaune et rouge (ombre grise) alors que la
région C-terminale est en vert. Les hélices « et les feuillets 5 impliqués dans la fixation des deux
ions métalliques sont en rouge ainsi que les acides aminés concernés et leur position (carrés rouges)
(d’apres (Goldberg et al. 1995)). B. Structure 3D basée sur le cristal de la PP1c. Les positions des
sillons hydrophobes, acides et C-terminal sont indiquées ainsi que ’emplacement, au croisement,
du site actif (cercles orange) (d’aprés (Ceulemans et Bollen 2004)).

Cette structure permet ainsi & la PPlc d’assurer a la fois sa fonction enzymatique
en présentant un site actif accessible et aussi en offrant 'opportunité d’interagir avec ses
diverses sous-unités régulatrices.

Les premiers inhibiteurs identifiés de la PPlc sont des toxines naturelles telles que
lacide okadaique, la microcystine-LR, la calyculine A ou la tautomycine entre autres
(Lajarin-Cuesta et al. 2016). Bien qu’ils ne soient pas spécifiques de la PPlc, ils le sont des
métallophosphatases et les ICsq sont de I'ordre du nM. L’acide okadaique et la microcystine-
LR se lient a la PP1c via le sillon hydrophobe, le site actif et les feuillets (15 et 513, bloquant
ainsi 'accessibilité au site actif (Ceulemans et Bollen 2004 ; Goldberg et al. 1995).
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IIT La Protéine Phosphatase de Type I : plateforme d’interaction
1 Les divers motifs d’interaction

Dans le but d’assurer les différentes fonctions de la PP1lc, divers régulateurs se fixent
a la sous-unité catalytique afin de controler son activité phosphatase, sa spécificité de
substrat ou sa localisation. La formation de cette holoenzyme implique une large variété
de motifs d’interaction. Ceux-ci font en moyenne 4 & 8 acides aminés, ce qui permettrait
a la PP1lc d’avoir jusqu’a 30 sites d’interaction non chevauchables, méme si la plupart des
partenaires ont des motifs en commun (Bollen et al. 2010).

Les régulateurs interagissent avec la PP1lc par le biais d’un ou plusieurs motifs d’in-
teraction. Ceux-ci sont identifiés principalement comme étant les motifs RVxF, SILK, ¢¢,
Fxx|RK]x[RK] ou MyPhoNE (Ayllon et al. 2002 ; Heroes et al. 2013). Le premier est décrit
comme étant le domaine majeur de liaison avec la phosphatase et est détaillé ci-dessous
(II1.2). Le motif SILK, lui, se situe majoritairement en amont du RVxF (Bollen et al. 2010).

Ces motifs sont soumis a différentes régles. Aucun d’entre eux ne peut se lier & une
autre phosphatase que la PP1lc, méme avec PP2A ou PP2B dont les structures sont assez
similaires a la PP1c (Heroes et al. 2013 ; Verbinnen et al. 2017). Les motifs sont également
hautement conservés chez les eucaryotes et leur dégénérescence favorise la malléabilité des
interactions.

Le complexe formé entre la PP1c et la sous-unité régulatrice n’est pas forcément qu’un
hétérodimeére. En effet, il est connu que la phosphatase peut former des triméres tran-
sitoires, difficiles a isoler (Heroes et al. 2013). Ces partenaires peuvent se fixer sur des
sites différents de la PP1lc mais également en impliquant le méme motif commun. Une
compétition a alors lieu mais la présence de motifs additionnels évite une non-fixation
des deux régulateurs. Malgré la fixation possible de plusieurs interactants en simultané,
la PP1c est considérée comme une plateforme qui interagit avec de nombreux partenaires
mais principalement & différents temps ou localisations (Bollen et al. 2010). La compéti-
tion s’opére aussi entre les sous-unités régulatrices pour former une holoenzyme avec la
PPlc. La concentration cellulaire et I’affinité vont permettre & la cellule de réguler la for-
mation des complexes selon ses besoins (Heroes et al. 2013). Il est important de noter que
la concentration protéique des partenaires est largement supérieure a celle de la sous-unité
catalytique afin d’éviter la présence de PP1c seule et son risque d’engendrer une toxicité
par déphosphorylation incontroélée.

La conformation de la PP1c semble étre invariante (Peti et al. 2013). La fixation d'un
régulateur via un motif ne modifie pas la conformation de la PP1c mais va faciliter la liaison
A travers des motifs secondaires qui vont permettre de moduler 'activité phosphatase
(Bollen et al. 2010).

2 Le motif principal d’interaction : RVxF

Le motif principal qui est retrouvé chez prés de 70% a 90% des partenaires est le motif
RVxF (Bollen et al. 2010; Peti et al. 2013). Il est décrit comme étant primordial dans
la plupart des interactions puisque sa mutation empéche généralement la formation du
complexe. Il ne modifie pas la structure de la PP1c mais augmente la concentration locale
des partenaires et favorise la liaison d’autres sites secondaires impliqués dans la modulation
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de l'activité phosphatase et la spécificité de substrat.

Le motif d’interaction RVxXF se fixe dans le sillon hydrophobe de la PP1lc & environ
20A du site catalytique (Bollen et al. 2010 ; Egloff et al. 1997). Plusieurs acides aminés du
sillon ont été démontrés comme étant impliqués et importants pour l'interaction. C’est le
cas des 1242, F256 et F292 de la GLC7 (X. Wu et Tatchell 2001) et 1169, 1.243, F257,
1289, C291, F293 de la PP1cy du rat (Hurley et al. 2007 ; Meiselbach et al. 2006).

Ce motif dégénéré a comme séquence consensus basique, |[RK|-Xg 1-|VI]-P-[FW]| avec
X correspondant a n’importe quel acide aminé et P, tous les résidus sauf la proline (Wa-
kula et al. 2003). Ce résidu est exclu puisqu’il est connu pour défavoriser la formation du
feuillet 8 que forme le motif RVxF au cours de son interaction. Par la suite cette séquence
consensus a été affinée (Meiselbach et al. 2006). La premiére position doit étre occupée par
des résidus basiques comme la lysine (K) ou l'arginine (R) et dans une moindre mesure
I'histidine (H). Ces acides aminés interagissent avec la surface chargée négativement de
la PP1lc par formation de liaisons hydrogénes ou ponts salins. En position 2, davantage
de résidus sont possibles (AMV) mais les acides aminés basiques (HKR) ou polaires et
non chargés sur les chaines latérales (CNQST) présentent la meilleure affinité. La posi-
tion 3 est trés importante puisqu’elle se fixe au plus profond du sillon hydrophobe de la
PPlc. La valine est 'acide aminé présentant la meilleure affinité avec ce site mais elle
peut étre remplacée dans une moindre mesure par l’isoleucine. Les petits résidus polaires
et basiques (CHKNQRST) sont possibles en position 4 alors que le cinquiéme résidu né-
cessite une chaine latérale aromatique hydrophobe (FW). La séquence consensus est alors
[HKR|; [ACHKMNQRSTV]2[V]3[CHKNQRST|4[FW]5 (Meiselbach et al. 2006).

Le modéle du motif RVxF de Meiselbach et al est beaucoup moins sensible que le motif
consensus basique de Wakula et al, mais compense par une forte spécificité puisque 90%
des protéines possédant cette séquence sont de réels partenaires de la PP1lc (Meiselbach
et al. 2006). La forte dégénérescence proposée par Wakula et al permet certainement de
ne pas passer a travers la recherche d’un partenaire mais ce court motif peut étre présent
de fagon totalement aléatoire.

La variation des résidus constituant le motif RVxF permet de moduler 'affinité d’in-
teraction avec la PP1lc. Les acides aminés basiques en amont ont également une influence
sur la force de liaison (Meiselbach et al. 2006).

3 Des régulateurs désorganisés

Plus de 70% des partenaires de la PP1c sont des protéines désorganisées (Choy et al.
2012). L’absence de structure tridimensionnelle précise permet d’exposer les différents mo-
tifs d’interaction et de se lier plus rapidement et efficacement a la phosphatase, voire de
s’enrouler autour de celle-ci. En effet, une protéine repliée devrait étre 4 fois plus grande
pour pouvoir engager autant de sites d’interaction qu’une protéine non repliée. Des struc-
tures secondaires, hélices a ou feuillets 3, peuvent néanmoins étre présents sur ces régula-
teurs désorganisés (Choy et al. 2012). Plus de 2/3 des motifs RVxF identifiés, le sont sur
des portions de plus de 100 résidus désorganisés (Bollen et al. 2010). En plus de favoriser la
formation d’'un complexe avec la PP1lc, I’absence de conformation 3D avantage la fixation
d’autres protéines sur le régulateur.
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IV La Protéine Phosphatase de Type I : régulateurs et réles biologiques
1 Une diversité de régulateurs et de mécanismes

Depuis la découverte de la PP1c et de son systéme de controle, plus de 200 sous-unités
régulatrices ont été mises en évidence chez les vertébrés et plus particuliérement 'Homme.
Plusieurs listes non exhaustives ont répertorié ces régulateurs (Heroes et al. 2013 ; Korrodi-
Gregorio et al. 2014). Cette grande variété permettrait de contrebalancer le nombre de
kinases et d’assurer une spécificité lors de la déphosphorylation des substrats.

Les sous-unités régulatrices peuvent étre classées en deux groupes, les régulateurs pri-
maires et secondaires. A l'inverse des sous-unités régulatrices primaires, les régulateurs
secondaires ne sont, a 1’origine, pas des régulateurs et ont seulement acquis cette capacité
au cours de leur évolution (Ceulemans et al. 2002a). Le fait que la plupart d’entre eux sont
des protéines désorganisées, favorise I’apparition de mutations pouvant permettre 1’acqui-
sition des courts motifs d’interaction, conservées ou non selon 'apport évolutif (Heroes
et al. 2013).

Méme si environ 30% des sous-unités régulatrices connues n’ont pas de localisation par-
ticuliére ou d’expression spécifique, la plupart d’entre elles modulent ’activité phospha-
tase dans le temps et ’espace ou favorisent la déphosphorylation d’un substrat spécifique
(Korrodi-Gregorio et al. 2014). Elles peuvent interagir avec une seule ou plusieurs isoformes
de la PPlc, dans un tissu spécifique (Spinophiline dans les neurones) ou étre présentes de
maniére ubiquitaire (Inhibiteur 2), localiser la PP1lc dans un compartiment subcellulaire
ou une structure particuliére (GADD34 dans le réticulum endoplasmique, Repo-Man au
niveau des chromosomes). Ce changement de localisation permet d’augmenter la concentra-
tion locale de PP1c & un moment donné, favorisant ainsi la déphosphorylation des substrats
résidents (Verbinnen et al. 2017). Elles peuvent également promouvoir le recrutement de
substrats spécifiques en élargissant ou en proposant des sites de liaison secondaires & ces
substrats ayant une affinité insuffisante pour la PPlc seule. Les inhibiteurs de la PPlc
peuvent bloquer son activité par recouvrement du site catalytique (Inhibiteur 2, NIPP1),
du sillon C-terminal (Spinophiline, PNUTS) ou des sillons hydrophobes et acides (Inhibi-
teur 2). Certains agissent comme des pseudosubstrats (Inhibiteur 1, MYPT1) et doivent
alors étre phosphorylés pour inhiber ’enzyme (Heroes et al. 2013 ; Verbinnen et al. 2017).

2 Les régulateurs dans la biogenése de la PP1c

Décrits comme faisant partie des plus anciens régulateurs de la PP1c et conservés chez
I'ensemble des eucaryotes (Ceulemans et al. 2002a), I'inhibiteur 2, 'inhibiteur 3 et SDS22
joueraient un role prépondérant dans le cycle de vie de la phosphatase (Verbinnen et al.
2017).

L’inhibiteur 2 (I2 ou PPP1R2) ou GLCS chez la levure, serait directement impliqué
dans le chargement des ions Fe?* et Zn?* dans le site catalytique de la PP1lc, la rendant
ainsi active aprés sa traduction (FIGURE 21) (Verbinnen et al. 2017). I a été démontré
que l'inhibiteur 3 (PPP1R11 ou Ypil chez la levure) interagit directement avec SDS22
(PPP1R7) et forme un hétérotrimere avec la PP1lc chez 'Homme (Lesage et al. 2007) et
la levure (Pedelini et al. 2007). L’agrégation et la dégradation de I'enzyme seraient ainsi
défavorisées. Ce complexe est possible puisque I3 posséde un motif RVxF permettant la
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liaison avec la PP1c alors que SDS22 interagit a travers ses 11 séquences répétées riches en
leucines (LRR) qui se fixent sur un site différent de la phosphatase (X. Wu et Tatchell 2001).
Ces deux régulateurs sont connus comme étant enrichis dans le noyau et permettraient ainsi
de diriger la PP1c vers celui-ci tout en la maintenant inhibée par effet combinatoire (Lesage
et al. 2007 ; Pedelini et al. 2007 ; Verbinnen et al. 2017). Malgré des roles assez similaires,
la surexpression de I'un ne permet pas de compenser la délétion de 'autre chez la levure
et entraine une diminution de la PP1c nucléaire (Pedelini et al. 2007).

L’AAA-ATPase Cdc48 et son partenaire Shpl (Suppressor of High copy protein Phos-
phatase 1) évitent une accumulation de PP1lc non assemblée par interaction transitoire,
contribuant a l’assemblage du complexe précédant (Cheng et Chen 2015). Le complexe
[3-PP1c-SDS22 permettrait a la fois de conserver la phosphatase sous forme soluble et
inhibée/inactivée afin soit de l’exporter vers le noyau, soit de constituer une structure de
départ pour la formation d’autres holoenzymes (FIGURE 21) (Verbinnen et al. 2017). L’in-
hibiteur 2 interviendrait & la fin du cycle pour recycler les ions métalliques et inactiver la
PP1lc juste avant sa dégradation (Heroes et al. 2015 ; Verbinnen et al. 2017).

_ ) - ;t Degradation

e

( Pp1 Inhibitor-2
PP1
AAA-

?
" ATPase

o Fe?* oFe”
o Zn?* I-2 e Zn?*

FIGURE 21 — Cycle de vie proposé pour la PP1lc. Aprés la traduction de la phosphatase, les
ions métalliques Fe?* et Zn2* sont incorporés dans le site catalytique. Ce processus nécessiterait
lintervention de chaperonnes, qui pourraient étre l'inhibiteur 2 (I2). L’intervention d’une autre
chaperonne AAA-type ATPase tout au long du cycle de vie de la phosphatase permettrait d’éviter
son agrégation par formation de différents complexes dont celui avec Ypil et Sds22. L’inhibiteur 2
interviendrait également & nouveau en amont de la dégradation de PPlc, afin de recycler les ions
métalliques. PIP : PP1 interacting protein (d’aprés (Verbinnen et al. 2017)).
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Plus de 200 régulateurs de la PPlc sont actuellement connus mais nous allons nous
intéresser aux mécanismes d’actions et fonctions biologiques des régulateurs majeurs les
plus étudiés.

3 L’inhibiteur 2
3.1 Caractéristiques de I’inhibiteur 2

Tout d’abord, le mécanisme de liaison, entre 'inhibiteur 2 et la PPlc, a été étudié.
Trois régions majeures d’interaction ont été identifiées sur 12, correspondant aux domaines
KGILK (motif SILK), KKSQKW (motif RVxF) et FEMKRKLHYNE chez 12 des vertébrés
(Hurley et al. 2007). Le motif RVxF est particulier puisqu’il implique une glutamine a
la place de la valine ou de l'isoleucine habituelle. 12 est particuliérement désordonnée
mais ses régions d’interaction se réorganisent au cours de la fixation avec la PP1lc. Il est
intéressant de noter que jusqu’a 10 pseudogénes de 12 sont conservés chez les mammiféres
(Korrodi-Gregorio et al. 2013a). Certains d’entre eux, comme PPP1R2P3, semblent méme
étre exprimés dans le sperme (Korrodi-Gregorio et al. 2013b), mais leur importance n’est
pas encore élucidée.

L’inhibition de la PP1c par 12 intervient a trois niveaux (Cannon 2013). Tout d’abord,
en occupant une grande partie de la PP1lc, du sillon acide et hydrophobe & son site cata-
lytique, 'enzyme est inhibée puisque les différents substrats ne peuvent interagir (Hurley
et al. 2007). Puis la PP1c peut étre inactivée par extraction d’un ion métallique (Bollen et
al. 2010 ; Cannon 2013). Enfin la tyrosine 149 (Y'49) de 12 se situe exactement dans le site
catalytique de la PPl1c et, par encombrement stérique, empéche au second ion métallique
de venir 8’y fixer. La phosphatase reste ainsi dans un état inactivé. La phosphorylation
de 12 sur la thréonine 72 (T7) ou 74, chez 'Homme et la souris respectivement, permet
de restaurer l'activité phosphatase par la fixation du second ion (Cannon 2013). Cette
activation par phosphorylation n’entrainerait pas un changement de conformation impor-
tant de 12 mais plutét une légére variation de l'interaction entre les deux protéines (Lin
et al. 2003). La phosphorylation de la T72 peut étre effectuée par différentes kinases comme
GSK3, CDK1 ou ERK (Li et al. 2006 ; Puntoni et Villa-Moruzzi 1995; Q. M. Wang et al.
1995). In wvitro, GSK3 semble étre le meilleur candidat mais in vivo, 'implication d’une
CDK apparait plus probable (Leach et al. 2003 ; Li et al. 2006). GSK3 se lie, in vitro, au
complexe PP1c-12 et pas avec 12 seul, ce qui confirmerait que cette phosphorylation de 12
a directement un role dans la régulation de I’activité phosphatase (Sakashita et al. 2003).
D’autres sites de phosphorylation ont également été détectés et notamment la sérine 86
qui, apres sa phosphorylation par CK2, favorise celle de la T™ par GSK3 (Park et DePaoli-
Roach 1994). L’isoforme PPP1R2P3 ne présente que 9 acides aminés de différence avec 12
(PPP1R2) dont la T™ et la S8, ce qui suggére que son mécanisme de régulation est assez
différent (Korrodi-Gregorio et al. 2013b).

3.2 L’inhibiteur 2 dans la mitose

En dehors de son role dans la charge et la décharge des ions métalliques, I'inhibiteur 2
est impliqué dans la ségrégation des chromosomes et dans la mitose. Durant I’embryogenése
de la drosophile, I'inhibiteur 2 (DmlI2) est présent dans le cytoplasme mais se concentre
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autour des chromosomes condensés lors de la mitose (W. Wang et al. 2008a). De plus,
une réduction drastique de la concentration protéique de DmI2 entraine une mortalité em-
bryonnaire importante. Cette 1étalité est probablement causée par une désynchronisation
des mitoses et une anaphase incompléte due & une ségrégation anormale des chromosomes
(W. Wang et al. 2008a). L’essentialité de 12 pourrait étre liée & son implication dans le
complexe PP1c-Nek2 (Eto et al. 2002). La kinase Nek2 est un partenaire de la phosphatase
et interagit via son motif RVxF (KVHF). Les deux enzymes en se complexant, pourraient
s’autoréguler par phosphorylation de 'une et déphosphorylation de 'autre. 12 intervien-
drait, au moment opportun, afin de déséquilibrer le complexe en faveur de Nek2 et de
séparer les chromosomes (Eto et al. 2002). Un autre équilibre pourrait aussi étre perturbé
par 'action de I'inhibiteur 2. Il s’agit de la balance entre les kinases Aurora et PP1c. Aurora
A est impliquée et permet une ségrégation correcte des chromosomes au cours de la mitose.
Son activité est dépendante de la phosphorylation de sa T?% qui est une cible de la PP1.
L’inhibiteur 2 semble stimuler I’activité de la kinase non pas indirectement par inhibition
de la PP1lc mais directement par implication de sa région C-terminale sans modification
de 'état de phosphorylation (Satinover et al. 2004). Chez Xenopus, 12 et Aurora A sont
également impliquées dans la transition G2/M (Satinover et al. 2006). I2 permettrait ’ac-
tivation des CDK par augmentation de la concentration en cycline B, étape nécessaire pour
I’entrée en mitose, par son role d’inhibiteur de la PP1c et aussi par activation de Aurora A.
Aurora B est également impliquée dans le bon déroulement de la mitose en phosphorylant
plusieurs substrats afin de détacher les microtubules des kinétochores lorsque 'interaction
est anormale. 12 par inhibition de la PP1c favorise le maintien de la phosphorylation sur
les différents substrats de Aurora B permettant le bon déroulement de la mitose (W. Wang
et al. 2008b). D’autres régulateurs de la PP1lc sont impliqués dans ce controle de la dé-
phosphorylation des substrats de Aurora B chez la levure, par exemple en changeant la
localisation de la phosphatase (Pinsky et al. 2006).

I2 semble étre particuliérement phosphorylée sur sa T7? au niveau des centrosomes
durant la mitose chez ’'Homme (Leach et al. 2003 ; Li et al. 2006) ou la drosophile (W.
Wang et al. 2008a), suggérant que cette phosphorylation joue un role clé dans I’équilibre
de la régulation mitotique.

3.3 L’inhibiteur 2 et ses autres fonctions

L’inhibiteur 2 agit également sur la fonction cardiaque chez les mammiféres. Sa surex-
pression chez la souris entraine une forte diminution de ’activité phosphatase malgré une
hausse de I'expression de la PP1c pour essayer de contrebalancer (Kirchhefer et al. 2005).
La déphosphorylation de la protéine phospholambane sur la S'6 n’est alors plus réalisée,
entrainant une recrudescence de ’entrée de calcium induisant une contraction plus intense
du coeur. Ce résultat est validé par le fait que chez une souris surexprimant la PPlc, une
hypertrophie et fibrose cardiaque est observée, entrainant une activité du cceur plus faible
et une mortalité plus importante (Briichert et al. 2008). En revanche, une souris surexpri-
mant & la fois PP1c et 12 ne montrent aucun de ces effets. 12 est donc capable de restaurer
une fonction cardiaque normale par inhibition de la PP1c. Un réle similaire peut étre at-
tribué a l'inhibiteur 1 qui inhibe la PP1lc et permet la non-déphosphorylation de la S'6 et
T17 sur la phospholambane (Pathak et al. 2005).
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La PP1 est aussi caractérisée comme étant opposée a la formation de la mémoire, a
I'inverse de son substrat, la protéine CREB (cAMP/calcium Response Element-Binding),
lorsque cette derniére est phosphorylée sur sa sérine 133. Théoriquement, on pourrait ima-
giner que 'inhibiteur 2 favorise alors la mémoire par inhibition de la PP1c. Cependant, une
étude a démontré que le complexe 12-PP1c est un suppresseur de mémoire au niveau de
I'hippocampe des rats et que 12 agit positivement sur l’activité phosphatase (H. Yang et al.
2015). Ce complexe est également essentiel dans ’homéostasie synaptique des neurones du
cortex et de 'hippocampe. Au cours d’une activité synaptique élevée, 'entrée de calcium
va induire la kinase Ca?" /CaM-dépendante MLCK qui va dissocier le complexe 12-PP1c en
phosphorylant 12 sur la S#3. La phosphatase non-réprimée, va alors pouvoir déphosphoryler
un ensemble de substrats permettant un retour a la normale (Siddoway et al. 2013). Il est
intéressant de noter que la S*? fait partie du motif RVxF de 12 et que la dissociation avec
la PP1lc pourrait étre le résultat d’une perte d’affinité du motif RVxF phosphorylé.

L’inhibiteur 2 aurait aussi une importance pour la motilité du sperme (Korrodi-Gregoério
et al. 2013b) mais ce processus ne sera pas décrit dans cette thése.

4 L’inhibiteur 3 et SDS22

L’inhibiteur 3 (PPP1R11 ou Ypil chez la levure) a été identifié¢ plus tardivement comme
un régulateur de la PPlc (J. Zhang et al. 1998). Il interagit avec la phosphatase via son
motif RVxF (KKVEW) (L. Zhang et al. 2008). Une seconde région, entre les acides aminés
65 et 77, semble étre requise pour sa fonction inhibitrice. 13 posséde un NLS (Nuclear
Localization Signal) et colocalise avec PPla au niveau des centrosomes et avec PP1lvy;
dans le nucléole (Huang et al. 2005). In wvitro, 13 se lie aux deux isoformes et non avec la
PP1j suggérant une spécificité d’interaction et de localisation.

Décrite précédemment comme étant impliquée dans la biogenése de la PP1c, SDS22 est
caractérisée comme 1'une de ses sous-unités régulatrices. Le complexe n’implique pas un
motif RVxF mais 11 séquences répétées de 22 acides aminés environ et riches en leucines.
En C-terminal, une séquence de 16 a 17 acides aminés, nommée coiffe LRR, servirait a
protéger la structure en super-hélice. Ces séquences interagissent avec les hélices ay, a5 et
ag de la phosphatase (Ceulemans et al. 2002b). SDS22 est largement décrite comme étant
nucléaire malgré I'absence de NLS identifiable (Peggie et al. 2002).

L’hétérotrimére 13-SDS22-PP1c serait responsable de la localisation nucléaire de la
phosphatase (page 50). La létalité obtenue pour la levure par la délétion de 13 ou de SDS22
serait due & un blocage en anaphase et une anormalité dans la taille des fuseaux mitotiques
(MacKelvie et al. 1995 ; Pedelini et al. 2007). Le complexe SDS22-PP1c est localisable au
niveau des kinétochores ou il aurait une fonction dans la ségrégation des chromosomes ainsi
que dans le relachement du cortex cellulaire au milieu de ’anaphase (Rodrigues et al. 2015).
Cette relaxation par déphosphorylation des substrats ezrine, radixine et moésine, trois
protéines membranaires se liant au cytosquelette, favoriserait ainsi 1’élongation cellulaire
puis la cytokinése.

L’antagonisme entre Aurora B et la PP1 est également régulé par la protéine SDS22. La
kinase Aurora B est active lorsque sa T?32 est autophosphorylée et peut étre un substrat de
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I’activité phosphatase de PP1c. Un mutant SDS22 chez une levure thermosensible, permet
de compenser en partie la perte d’activité d’'un mutant d’Aurora B (Peggie et al. 2002).
Cette observation indiquerait que la diminution en SDS22 provoquerait des niveaux moins
élevés en PPlc nucléaire, ce qui compenserait la baisse d’activité du mutant d’Aurora B
(Peggie et al. 2002 ; Pinsky et al. 2006). Au sein du noyau, il a été démontré que la déplétion
de SDS22 entraine une hausse de Aurora B phosphorylée (Posch et al. 2010) suggérant que
SDS22 participe a la déphosphorylation d’Aurora B par PP1c. SDS22 et Repo-Man, connu
et décrit comme pouvant interagir avec la PP1c via son motif RVxF, favorisent également
la déphosphorylation des substrats de Aurora B (Wurzenberger et al. 2012). Cependant, il
a été démontré que SDS22 agit aussi comme un inhibiteur de la PP1c favorisant ainsi le
maintien de Aurora B dans un état phosphorylé.

I3, lui, entraverait la formation d’un complexe kinétochorien formé par les protéines
SDS22, PPlc et KNL1 (Kinetochore-Null Protein 1). Cette derniére ancre la PPlc, via
son motif RVxF, aux kinétochores. Une fois ancrée, 'activité de la phosphatase et la
déphosphorylation de Aurora B, peuvent étre inhibées par la fixation de SDS22 (FIGURE
22). I3 limiterait l'interaction de SDS22 avec le complexe PP1c-KNL1 et favoriserait ainsi
la déphosphroylation d’Aurora B par la PP1c active (Eiteneuer et al. 2014).

FIGURE 22 — Modéle de la régulation de la fixation de la PP1c sur les kinétochores.
L’ancrage de la PP1lc aux kinétochores est dépendante de la protéine KNL1 et favorise la perte
d’activité de la kinase Aurora B par déphosphorylation. I3 maintient indirectement la PP1c active,
en limitant la fixation de inhibiteur SDS22 sur le complexe PP1c-KNL1. PP1* désigne la PP1
active (d’apres (Eiteneuer et al. 2014)).

Les différences observables selon les études peuvent étre expliquées par les techniques
ou cellules/organismes utilisés mais aussi par le fait que la régulation se fait finement dans
le temps et I'espace. Des phénoménes de modifications post-traductionnelles pourraient
également faire varier ’équilibre au moment opportun, comme cela peut étre le cas avec
la phosphorylation de SDS22 par Polo-Like Kinase 1 (PLK1), qui assurerait une augmen-
tation de l'activité kinase de Aurora B par inhibition de la PP1lc (Duan et al. 2016). On
peut imaginer qu’a certain moment SDS22 n’est pas phosphorylée et joue un réle dans la
déphosphorylation de Aurora B. Méme si le role exact de SDS22 n’est pas encore totale-
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ment éclairci, son essentialité pour la ségrégation des chromosomes et la mitose n’est plus
a démontrer.

Une autre fonction a été mise en évidence pour SDS22 : par régulation de 'activité
phosphatase de PP1c, elle défavorise la déphosphorylation de RAD53, nécessaire a la désac-
tivation du point de controle des dommages a 'ADN (Yao et al. 2016).

5 Les autres régulateurs du cycle cellulaire

L’inhibiteur 2, I'inhibiteur 3 et SDS22 ne sont pas les seules sous-unités régulatrices de
la PP1c a controéler son activité au cours du cycle cellulaire. Bien d’autres régulateurs sont
connus et décrits pour intervenir & différentes étapes (FIGURE 23).

En effet, la protéine Phosphatase 1 NUclear Targeting Subunit (PNUTS ou PPP1R10)
est un inhibiteur, in wvitro, de la phosphatase qui interagit via trois sites dont son motif
RVxF (KTVTW) et est localisée au niveau du noyau (Allen et al. 1998 ; Choy et al. 2014;
Kim et al. 2003). PNUTS a été démontrée comme essentielle du début a la fin de la mitose
afin de réguler l'activité de la PPlc (Fisher et al. 2014). Une surexpression de PNUTS
empéche la sortie de mitose ou de méiose probablement par inhibition de la PPlc et la
non-déphosphorylation de substrats clés alors que sa déplétion en début et milieu de mitose
est aussi problématique. L’expression de PNUTS est élevée durant la mitose pour permettre
d’inhiber et de controler la déphosphorylation par la PP1c, puis sa chute de concentration,
probablement par ubiquitinylation et dégradation, en fin de mitose, favorise 'activité de la
phosphatase pour la sortie de mitose (Fisher et al. 2014). PNUTS est aussi décrite comme
impliquée dans la décondensation des chromosomes & la fin de la mitose selon un processus
PPlc-dépendant (Landsverk et al. 2005). Son role serait de cibler certains substrats de la
PP1c plutét que d’inhiber son activité.

PNUTS régule également l'activité de la PP1c par compétition avec des substrats. Elle
présente une affinité 400 fois plus importante avec la PP1c que la protéine rétinoblastome
(pRb), qui est un substrat (Choy et al. 2014). pRb séquestre le facteur de transcription E2F
ce qui maintient la cellule en phase G1. Lorsque pRb est phosphorylée, E2F est libérée et
permet & la cellule d’entrer en phase S. La PP1c déphosphoryle pRb dés la fin de la mitose
mais sera inhibée pour l'entrée en phase S (Rebelo et al. 2015). L’inhibition de la PP1c peut
se faire par sa phosphorylation par une CDK mais aussi par compétition entre PNUTS et
pRb. Ainsi une forte concentration en PNUTS empéche la déphosphorylation de pRb et
la séquestration de E2F. Cependant la PKA, par phosphorylation de PNUTS, nuit a la
formation du complexe PNUTS-PP1lc permettant par conséquence une déphosphorylation
de pRb (Choy et al. 2014).

Tout comme SDS22, PNUTS est un acteur de la réponse aux dommages & 'ADN
(Landsverk et al. 2010). La déplétion en PNUTS entraine un blocage en phase G2 avec
une accumulation de foyers YH2AX, de RAD51 et RPA. PNUTS n’interviendrait pas dans
la déphosphorylation des foyers YH2AX une fois la réparation effectuée mais plutot dans
les premiéres étapes de la mise en place de la réponse.

Au cours de la mitose, la PP1c peut étre doublement inhibée. Tout d’abord par phos-
phorylation inhibitrice de sa T32° par CDC2 et aussi par interaction avec 'inhibiteur 1,
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Fi1GURE 23 — Implication de différents partenaires de la PP1c au cours du cycle cel-
lulaire. La PPlc est impliquée dans une multitude d’événements nucléaires de 'interphase a la
mitose. Certains événements importants du cycle sont indiqués ainsi que le moment d’activité de
certains régulateurs ou protéines cibles (d’aprés (Rebelo et al. 2015)).

lui-méme phosphorylé sur sa T3% par PKA, qui la maintient sous forme inactive par inter-
action en tant que pseudosubstrat (J. Q. Wu et al. 2009). En fin de mitose, la cycline B
est dégradée entrainant une diminution de l'activité de la kinase CDC2. En I’absence de
cette pression pour maintenir la phosphorylation sur la T32° de la PP1c, celle-ci s’autodé-
phosphoryle, ce qui restaure en partie son activité enzymatique, suffisamment pour activer
indirectement la déphosphorylation de I'inhibiteur 1 et son détachement de la PP1lc. Une
fois non phosphorylée et sans interaction avec I1, la PP1c est complétement active et peut
déphosphoryler différents substrats impliqués dans le processus de sortie de mitose (J. Q.
Wu et al. 2009).

6 Les régulateurs de la synthése protéique
6.1 Transcription et métabolisme des ARNms

PNUTS, en plus de son motif d’interaction de type RVxF, posséde d’autres domaines.
En N-terminal, une région similaire au domaine LW du facteur de transcription IIS a
été mise en évidence (Zacharchenko et al. 2016). Elle est impliquée dans l'initiation de la
transcription et 1’élongation par ’ARN polymérase II et interagit, entre autres, avec la
protéine TOX4. En C-terminal, les multiples séquences répétées RGG, une région riche en
histidines et glycines et un domaine en doigt de zinc favorisent son interaction avec 'ARN
et PADN simple brin (Kim et al. 2003). Toutes ces observations indiqueraient que PNUTS,
par interaction avec ’ADN ou ’ARN d’un cété et la PP1lc de 'autre, permet de localiser
la phosphatase afin de déphosphoryler différents substrats. Un complexe se formerait entre
PNUTS-TOX4-WDR82-PPlc (ou PTW/PP1) et jouerait un role par déphosphorylation
dans le maintien de la structure de la chromatine et dans la mitose (J.-H. Lee et al. 2010).
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Par ailleurs, PNUTS se lierait également a la kinase P-TEFb (Positive Transcription
Elongation Factor b) impliquée dans l'initiation de la transcription par ’ARN polymérase
II. Dans le cas d’infection par le VIH (Virus de I'Immunodéficience Humaine), le virus
recrute P-TEFDb pour promouvoir sa propre transcription (Kapoor et al. 2015). I1 est aussi
capable de moduler ’expression des miARNs dont miR-34a qui cible PNUTS. PNUTS
régule négativement la transcription du virus en entravant 'interaction cycline T1-CDKO,
deux partenaires indispensables & P-TEFb. Au cours d’une infection, les niveaux de miR-
34a sont augmentés et PNUTS est davantage ciblé, ce qui ne lui permet pas d’intervenir
dans les interactions entre la cycline T1, CDK9 et P-TEFb. La réplication du VIH est alors
favorisée (Kapoor et al. 2015).

Un autre régulateur majeur de la PP1c est décrit pour son implication dans le méta-
bolisme des ARNms. Il s’agit de Nuclear Inhibitor of Protein Phosphatase 1 (NIPP1 ou
PPP1RS8) qui forme un complexe avec prés d’1/3 des PP1s nucléaires. Trois sites d’inter-
action avec la PPlc sont identifiés dont le motif RVXF (RVTF) (O’Connell et al. 2012).
On trouve également le domaine N-terminal Forkhead-Associated (FHA) et la région C-
terminale inhibant la PPlc. Le domaine FHA interagit avec des protéines phosphorylées
impliquées dans I'épissage des ARNms favorisant ainsi leur déphosphorylation par la PP1c
(Boudrez et al. 2000). NIPP1 a aussi un role dans le recrutement des spliceosomes, par
un processus qui semble étre PP1-indépendant. Il a été supposé que NIPP1 favorise le
recrutement du spliceosome puis une fois I'épissage effectué, recrute la PPlc afin de dé-
phosphoryler différentes protéines pour leur recyclage (Beullens et Bollen 2002).

NIPP1 est également décrit comme un acteur de la triméthylation H3K27 induite par
la méthyltransférase EZH2 (Nuytten et al. 2008). Cette enzyme fait partie du Polycomb
Repressive Complexe 2 (PRC2) qui cause la répression d’une multitude de génes impliqués
dans le développement embryonnaire ou la prolifération cellulaire. PP1c est nécessaire a la
liaison entre NIPP1 et différents sites d’interaction sur la chromatine mais est dispensable
pour le recrutement du complexe PRC2 par NIPP1 (Van Dessel et al. 2010). Celui-ci se
produit lorsque EZH2 est phosphorylée, ce qui favorise la liaison du domaine FHA de
NIPP1 avec la méthyltransférase (Minnebo et al. 2013). La liaison avec NIPP1 permet de
garder EZH2 sous cette forme en inhibant I'activité de la PP1c.

6.2 Reécupération d’un stress

Dans des conditions de stress, infection, privation..., la cellule diminue globalement sa
traduction et sa synthése protéique. La phosphorylation de elF2a sur sa S est impliquée
directement dans cette répression.

Deux protéines, Growth Arrest and DNA Damage-inducible (GADD34 ou PPP1R15a)
et CReP (PPP1R15b) sont décrites comme favorisant la déphosphorylation de elF2a et
la reprise de la traduction (H. P. Harding et al. 2009). Ces deux régulateurs interagissent
avec la PP1c et permettraient son recrutement pour cibler eIF2a. Malgré la faible identité
entre les deux protéines (22%), des souris mutantes ont montré que GADD34 et CReP ont
des fonctions assez similaires qui se recouvrent. De plus, la formation d’'un hétérotrimeére
GADD34-11-PPlc a été démontrée et pourrait inhiber la déphosphorylation lorsque le
moment n’est pas opportun (Connor et al. 2001).

page 58



Introduction C - PPlc et ses régulateurs

elF2p posséde un motif RVxF (KNVKF) et un second motif, et inhibe la PP1c in vitro
(Wakula et al. 2006). Elle interagit avec différentes protéines du complexe de préinitiation
de la traduction dont elF2v, connue pour se lier avec elF2a. La déphosphorylation de cette
derniére par la PP1 est inhibée, in vitro, en présence de elF23 qui peut étre elle-méme
la cible de la phosphatase (Wakula et al. 2006). L’'implication de ce régulateur dans le
controle de la traduction ou de elF2« est encore largement méconnue.

7 Les régulateurs dans d’autres fonctions biologiques
7.1 L’apoptose

Jouant un roéle prépondérant dans la mitose et de fagon générale dans la régulation du
cycle cellulaire, la PP1 est aussi décrite comme étant impliquée dans 1’apoptose.

Différentes protéines sont identifiées comme étant anti-apoptotiques telles que la famille
Bcl-2 contenant entre autres Bel-2, Bel-xg, et Bel-w. Bad est une protéine qui induit le
déclenchement de ’apoptose lorsqu’elle est déphosphorylée.

Bel-2, Bel-xy, et Bel-w ont chacune un motif RVxF et un motif Fxx|[RK]|x[RK] leur
permettant d’interagir avec la PPlc (Ayllon et al. 2002, 2001). 11 a été montré que Bel-2
permet par interaction avec la PP1lc de cibler Bad et de la déphosphoryler (Ayllon et al.
2001). Le méme mécanisme a été montré pour Bel-xy, et Bel-w, qui sont eux aussi capables
de former des hétérotrimeres avec Bad et la PP1c (Ayllon et al. 2002). Dans ce contexte Bcl-
2, Bel-xg, et Bel-w deviennent pro-apoptotiques. Une modification post-traductionnelle a
été proposée pour expliquer ce revirement. La phosphorylation détectée sur ces régulateurs
pourrait entrainer un changement dans 'affinité avec les partenaires (Ayllon et al. 2002).

La PP1 permettrait également la production des variants pro-apoptotiques Bcl-xg et
de la caspase 9 (Ceulemans et Bollen 2004).

7.2 Les régulateurs dans le métabolisme du glycogéne

L’implication de la PP1 dans le métabolisme du glycogéne est I'une de ses premiéres
fonctions mises en évidence. La glycogéne synthase permet la polymérisation du glucose
sanguin en glycogéne. Cette réaction entraine un stockage de celui-ci lorsque sa concen-
tration est trop élevée dans le sang. La glycogéne phosphorylase a une action antagoniste
puisqu’elle favorise la dépolymeérisation du glycogéne en glucose afin de réaugmenter la
concentration sanguine. Ces enzymes sont toutes les deux des cibles de la PP1c (Ceulemans
et Bollen 2004). La déphosphorylation de la glycogéne synthase déclenche son activation
alors que l'inverse se produit pour la phosphorylase (FIGURE 24). La phosphorylase kinase
contrebalance la réaction de la PPlc en phosphorylant les deux enzymes du glycogéne
lorsqu’un déstockage est nécessaire mais peut étre inactivée également par la PPlc.

Chez les mammiféres, 7 régulateurs ont été identifiés et nommés les sous-unités G : Gy,
GL, G¢, Gp, Gg, Gr et Gg (ou PPP1R3A a PPP1R3G) (Ceulemans et Bollen 2004).
Toutes présentent la méme structure avec un motif d’interaction avec la PP1c de type RVxF
et un domaine de liaison au glycogéne ou & 'un des substrats de la phosphatase. Gy et G,
sont exprimées principalement dans les muscles striés et le foie respectivement et semblent
favoriser la déphosphorylation et I'activation de la glycogéne synthase. L’intervention de
Gyt peut étre inhibée par phosphorylation de son motif RVxF.
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FIGURE 24 — Régulation du métabolisme du glycogéne par la PP1c. En présence d’une
concentration élevée de glucose dans le sang, I'insuline sécrétée permet l'activation de la PPlec.
Celle-ci va déphosphoryler la glycogéne synthase et la glycogéne phosphorylase a, les rendant active
et inactive respectivement. Dans le méme temps la phosphorylase kinase va étre également inactivée
par déphosphorylation par la PP1c afin d’éviter de contrecarrer les actions de la phosphatase. La
glycogéne synthase active va permettre la polymeérisation du glucose en glycogéne pendant que son
antagoniste la glycogéne phosphorylase reste dans un état inactif.

Bien d’autres sous-unités régulatrices de la PP1c sont déja identifiées et décrites dans
les fonctions biologiques citées auparavant. De plus, la PP1 joue également des roles non
abordés mais tout aussi importants. On la retrouve, par exemple, impliquée dans la re-
structuration actine-myosine pour la contraction musculaire et le cytosquelette avec les
régulateurs MYPTs, CPI-17 ou les Neurabines (Ceulemans et Bollen 2004 ; Cohen 2002).
PP1c intervient également dans la spermatogenése et de maniére générale dans la structure
et motilité du sperme (Korrodi-Gregorio et al. 2014).

8 Les régulateurs chez Plasmodium

Actuellement, trés peu de sous-unités régulatrices de la PfPP1lc ont été décrites chez
P. falciparum. Quatre régulateurs, LRR1, 12, I3 et eIF273, ont été identifiés par génomique
comparative et caractérisés au sein du laboratoire. Des homologues des régulateurs majeurs
comme PNUTS, NIPP1 et I1, n’ont pas été identifiés chez le parasite et ne semblent pas
étre conservés, méme si la richesse en A/T du génome de P. falciparum est un obstacle
pour une identification par génomique comparative.

L’inhibiteur 2 est conservé chez Plasmodium (PfI2) et présente 28% d’identité avec
HsI2 (Fréville et al. 2013). PfI2 est plus petite que son orthologue avec notamment un
raccourcissement de la partie N-terminale engendrant I’absence du motif SILK. Les motifs
HYNE et RVxF sont conservés méme si ce dernier présente une séquence plus classique que
HsI2, avec la présence d’'une isoleucine a la place de la glutamine (KKTISW). La présence
d’un motif Fxx|RK|x|RK] a été démontrée par résonance magnétique nucléaire (Fréville
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et al. 2014). L’inhibiteur 2 parasitaire interagit avec la PfPPlc dont le motif RVxF est
le principal mais non-unique contributeur (Fréville et al. 2014). L’absence d’obtention de
parasites par knock-out du géne laisse & supposer que la protéine PfI2 est essentielle a la
survie parasitaire (Fréville et al. 2013).

L’inhibiteur 3 de P. falciparum présente 31% d’identité avec son homologue humain et
son motif d’interaction de type RVxF est conservé (KVVRW) (Fréville et al. 2012). Celui-ci
est indispensable & l'interaction avec la PfPP1lc méme si un site secondaire pourrait étre
impliqué comme dans le cas de 'Homme. L’échec dans la délétion du géne suggére que
PfI3 est essentielle pour la survie du parasite (Fréville et al. 2012). De fagon surprenante,
PfI3 n’est pas capable de complémenter une souche de levure déficience en Ypil malgré son
interaction avec GLC7. Une partie ou la totalité des fonctions de Ypil ne sont probablement
pas compensées par PfI3. L’augmentation de ’activité de PfPP1c en présence de PfI3, in
vitro, tend aussi & confirmer que PfI3 n’est pas l'exact orthologue de Ypil.

PfLRR1 est une protéine de P. falciparum possédant 42% d’identité avec SDS22 de S.
pombe (Daher et al. 2006). 9 LRRs et 1 coiffe LRR sont décrits mais restent suffisants pour
se lier & PfPP1c. Son activité inhibitrice envers la phosphatase a été démontrée a la fois in
vitro et chez Xenopus.

Le dernier régulateur identifié a I’heure actuelle chez le parasite est elF23 (Tellier et
al. 2016). Malgré une protéine délétée de 33% par rapport a son orthologue humain, elle
interagit avec la PfPPlc via deux motifs d’interaction, le motif Fxx|RK]|x|RK] conservé
(FGEKKK) et un motif RVxF différent de 'Homme (KVAW). La mutation de chaque
motif individuellement n’empéche pas la liaison avec la phosphatase par GST pull-down.
En revanche la mutation des deux sites en méme temps inhibe l'interaction avec la PfPP1c
indiquant qu’un seul motif est suffisant pour interagir in vitro. En plus de sa liaison avec la
phosphatase, PfelF23 est capable de se complexer avec PfelF2v et PfelF'5. Elle est indispen-
sable & la survie du parasite et comme chez I’'Homme, le réle du complexe PfelF25-PfPP1c
est encore inconnu. L’absence d’homologue identifiable de GADD34 ou CrEP laisse imagi-
ner qu’au cours et aprés un stress cellulaire, la régulation de la phosphorylation de elF2«
est différente. La déphosphorylation ne se ferait plus par la PfPP1c mais par UIS2 (Up-
regulated in Infective Sporozoites 2), une phosphatase décrite comme étant surexprimée
chez les sporozoites (M. Zhang et al. 2016).

Différents peptides synthétiques comprenant une séquence pénétrante afin d’atteindre
le parasite et 'un des motifs d’interaction répétés, ont été utilisés pour inhiber la fonction
de la PfI2 endogéne et observer l'effet sur la croissance parasitaire. Les motifs RVxF et
Fxx|RK]x[RK]| de PfI2 ont entrainé une diminution de la parasitémie de P. falciparum alors
que le motif HYNE a eu peu d’effet (FIGURE 25) (Fréville et al. 2013, 2014). Dans le cas d’'un
peptide I3 (KVVRW), une diminution de la croissance parasitaire est observée (Fréville
et al. 2013). Ces peptides mimant des motifs d’interaction avec la PfPP1c suggérent qu'une
dérégulation de la phosphatase est délétére pour le parasite. L utilisation de ces peptides
pénétrants pourrait étre une technique innovante et ambitieuse afin de lutter contre le
paludisme.
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F1GURE 25 — Effet sur la croissance de P. falciparum des peptides synthétiques basés
sur PfI2. A. et B. Inhibition de la croissance de P. falciparum 3D7 par des peptides synthé-
tiques dérivés des motifs d’interaction de PfI2. Une représentation schématique de PfI2 indique
les peptides synthétiques basés sur les motifs RVxF (KKTISW) (P1) et HYNE (P4). P6 (peptide
pénétrant) et P10 (mutant de P1) ont été utilisés comme témoins négatifs (d’aprés (Fréville et al.
2013)).

Ces 4 protéines semblent avoir conservées leur capacité & interagir et réguler la PfPP1c.
Les motifs d’interactions sont globalement identiques méme si quelques variations existent.
Les tentatives de délétion des différents régulateurs n’ont pas permis d’obtenir de mutants
viables suggérant qu’ils sont essentiels a la survie de P. falciparum.

Le faible nombre de régulateurs conservés chez P. falciparum est en adéquation avec
I’apparition des principaux régulateurs primaires au cours de 1’évolution des eucaryotes
(Ceulemans et al. 2002a). 11 se révele clairement qu’au moment de la divergence du régne
des Chromoalveolata, dont font partie les Plasmodium, seuls SDS22, elF253 et les inhibiteurs
2 et 3 avaient déja fait leur apparition. Les régulateurs impliqués dans le métabolisme du
glycogéne, NIPP1, GADD34, PNUTS ou linhibiteur 1, entre autres, sont identifiables
quasiment uniquement chez les Unikonta (Ceulemans et al. 2002a).
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E paludisme est la premiére maladie parasitaire au monde. En 2015, 429 000 morts,
dont 92% en Afrique, ont été recensés (WHO 2016). Cette parasitose est causée par
des apicomplexes du genre Plasmodium dont P. falciparum est I’espéce la plus virulente
pour 'Homme. Tout au long de son cycle de vie, une régulation fine de son protéome est
nécessaire et les modifications post-traductionnelles ont été démontrées comme essentielles
pour le parasite. Les phosphorylations et déphosphorylations réversibles font partie des
modifications les plus abondantes. La génétique inverse et 1'utilisation de toxines ou d’in-
hibiteurs contre les kinases et phosphatases de Plasmodium ont montré qu'une majorité
de ces enzymes sont indispensables & la survie parasitaire. Au laboratoire nous nous inté-
ressons & la caractérisation de ces phosphatases, dont 1’étude a longtemps été délaissée au
profit des kinases. La Protéine Phosphatase de Type 1 (PP1) et de Type 2A (PP2A) sont
les deux phosphatases majoritaires de P. falciparum (Yokoyama et al. 1998).

La PP1 est la principale sérine/thréonine phosphatase chez les eucaryotes. Elle se com-
pose d’une sous-unité catalytique, PPlc, qui assure sa fonction de déphosphorylation et
qui est extrémement bien conservée. La deuxiéme sous-unité variable régule la PPlc et
I’ensemble forme I’holoenzyme PP1. Cette régulation peut se faire a différents niveaux, par
inhibition ou activation de l’activité enzymatique, par localisation de la PP1c ou en faisant
varier la spécificité des substrats. Actuellement, plus de 200 régulateurs de la PP1c ont été
identifiés (Heroes et al. 2013 ; Korrodi-Gregorio et al. 2014). Différents motifs d’interaction
avec la PP1c sont connus, comme les motifs SILK ou Fxx|RK]|x|RK]| mais le motif RVxF est
décrit chez plus de 70% des régulateurs et est le principal contributeur dans la formation
des complexes (Bollen et al. 2010 ; Peti et al. 2013). La PP1 agit dans de vastes fonctions
biologiques comme le contrdle de la mitose, le métabolisme du glycogéne, la récupération
d’un stress cellulaire, la transcription et la traduction...

L’orthologue de la PP1lc chez P. falciparum (PfPP1lc) est décrit comme essentiel pour
le parasite mais la forte identité entre HsPP1c et PfPP1c est un obstacle & son utilisation
comme cible thérapeutique.

Peu de sous-unités régulatrices de la PfPP1c sont actuellement décrites chez P. falcipa-
rum mais elles peuvent étre classées en deux groupes. Tout d’abord, le premier contient les
4 régulateurs PfLRR1 (ou SDS22), PfI2, PfI3 et PfelF'2/3 qui ont été caractérisés au sein du
laboratoire comme étant tous conservés et essentiels. Ce faible nombre est en concordance
avec 'apparition d’'une multitude de régulateurs aprés la divergence Unikonta et Bikonta
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(Ceulemans et al. 2002a). Pour le deuxiéme groupe, nous estimons que des régulateurs
de la phosphatase, spécifiques du parasite, sont identifiables. En effet, environ 60% des
protéines prédites sont hypothétiques et ont une fonction encore inconnue (Florens et al.
2002 ; Gardner et al. 2002). De plus, la PP1lc est décrite comme étant impliquée dans la
mitose chez de nombreux eucaryotes et le parasite effectue une division cellulaire atypique
par endomitose. Tous ces éléments suggérent que Plasmodium posséderait des régulateurs
spécifiques de la PfPP1c qui pourront se révéler étre des potentielles cibles thérapeutiques.

Le premier objectif de ma thése a donc été d’identifier ces régulateurs chez Plasmodium
falciparum. Nous avons pu établir le premier interactome de la PfPP1c par I'utilisation de
trois approches complémentaires, une colonne d’affinité avec la phosphatase, un criblage en
double hybride chez la levure et une recherche de partenaires basée sur le motif d’interaction
de type RVxF.

A partir des différents partenaires potentiels identifiés, nous avons réalisé une caracté-
risation moléculaire et fonctionnelle de I'un des candidats, spécifique du parasite. Il s’agit
de Gametocyte EXported Protein 15 (GEXP15), identifiée par les criblages en double
hybride chez la levure et in silico. Le deuxiéme objectif a été de confirmer 'interaction
entre GEXP15 et la PfPP1c par différentes approches, in vitro et in vivo. L’implication de
GEXP15 sur 'activité phosphatase et dans la survie parasitaire a été également investiguée.
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A Analyse de l'interactome de la Ser/Thr Protéine Phospha-
tase de Type 1 chez Plasmodium falciparum

Afin d’établir le premier interactome de la PP1c chez Plasmodium falciparum et d’iden-
tifier des partenaires de la PfPPlc, spécifiques du parasite, plusieurs approches complé-
mentaires ont été utilisées.

Tout d’abord, les premiers partenaires potentiels de la PfPPlc ont été identifiés par
le passage d’un extrait de protéines solubles de P. falciparum sur une colonne d’affinité,
ou la PfPP1c recombinante a été liée de maniére covalente & des billes de sépharose. Par
analyse en spectrométrie de masse, 6 protéines ont été détectées. Elles présentent toutes
au moins un motif potentiel d’interaction de type RVxF ou Fxx|RK]|x|RK], ce qui conforte
les données obtenues (Table 1 et S1 (Annexes I)).

Une seconde approche a permis de cribler une banque d’ADNc de P. falciparum par
double hybride chez la levure avec la PfPP1c comme appat. Au total, 134 protéines ont
été sélectionnées dont la HSP70, précédemment détectée comme pouvant potentiellement
interagir avec la PfPP1c (Table 2 et S3 (Annexes I)).

Dans le but de compléter I'interactome de la PfPP1c, un criblage in silico a été réalisé
sur le génome de P. falciparum afin d’identifier des protéines suivant une séquence consen-
sus stringente du motif d’interaction RVxF. Sur les 57 génes sélectionnés, 1 pseudogéne
et 1 géne doublement répertorié dans le génome ont été retirés (Table 3 et S4 (Annexes
I)). Huit protéines sont communes avec celles identifiées au préalable par le double hybride
chez la levure.

L’ensemble de ces trois approches complémentaires a permis de mettre en évidence 186
partenaires potentiels de la PfPP1c (FIGURE 1 (Annexes I)). Pour valider ces interactions
in vitro, un test d’interaction de type ELISA a été utilisé. Pour cela, 68 protéines prove-
nant des différentes approches ont été triées pour étre produites sous forme de protéines
recombinantes (Table S5 (Annexes I)). La complexité du génome de P. falciparum et la
toxicité éventuelle n’ont permis que 'obtention de 37 protéines recombinantes auxquelles
s’ajoutent les H2A et H2B humaines, que nous avons utilisées en remplacement de leur
orthologue parasitaire fortement conservé. Le test d’interaction de type ELISA a confirmé
I'interaction avec la PfPP1lc pour 35 des 39 protéines testées prouvant la robustesse des
approches (FIGURE 2 (Annexes I)).
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L’analyse des fonctions décrites ou potentielles de ces 186 partenaires potentiels a mon-
tré une large diversité des processus biologiques concernés (FIGURE 3 (Annexes I)). On
retrouve une certaine partie des protéines jouant un role dans la maintenance de I’ADN,
transcription et traduction..., des fonctions déja décrites pour la PP1c. Ces données tendent
a valider les partenaires de la PfPP1c identifiées. Plusieurs réseaux ont été construits a par-
tir de ces interactions et de celles précédemment détectées chez le parasite (FIGURE 4 et
S4 (Annexes I)) (LaCount et al. 2005). Cependant, une vaste majorité (58%) des protéines
sont hypothétiques et leur(s) fonction(s) chez le parasite reste(nt) a déterminer. Celles-ci
sont donc particuliérement intéressantes dans le but de caractériser des régulateurs de la
PfPP1c, spécifiques de Plasmodium.

Les résultats obtenus lors de cette étude ont été publiés dans BMC Genomics (2016,
17:246) et sont présentés en Annexes I ainsi que les données supplémentaires.

B Caractérisation moléculaire et fonctionnelle de Gameto-
cyte EXported Protein 15

L’étude de l'interactome de la PfPP1lc par trois approches complémentaires a permis
d’identifier 186 partenaires potentiels de la phosphatase (Hollin et al. 2016). Parmi ceux-ci,
se trouve GEXP15 identifiée lors du criblage par double hybride chez la levure. La partie
N-terminale de GEXP15 a été détectée trois fois sur le milieu le plus sélectif suggérant que
cette région est importante pour 'interaction avec la phosphatase. PEGEXP15 a également
été sélectionnée par le criblage in silico, basé sur la recherche de motif d’interaction de type
RVxF. En effet, la séquence 'KKKKKVQF’ de PfGEXP15 suit le motif consensus strin-
gent utilisé et aussi la séquence consensus décrite chez P. falciparum (Hollin et al. 2016).
L’ensemble de ces données ont fait de GEXP15 'un des meilleurs candidats partenaires de
la PfPP1c, ce qui a été confirmé par la formation du complexe lors d’un test d’interaction
de type ELISA (FIGURE 2 (Annexes I)). De plus, GEXP15 est une protéine spécifique du
parasite et a été décrite comme étant gamétocytaire et potentiellement exportée. GEXP15
a donc été I'objet d’étude de cette thése et sa caractérisation moléculaire et fonctionnelle
est détaillée ci-dessous.

I Gametocyte EXported Protein 15, analyse in silico et expression
1 GEXP15 : Analyse in stlico

Durant I’établissement de I'interactome de la PfPP1c, une portion de 175 acides aminés
de Gametocyte EXported Protein 15 (PfGEXP15 g_1g2) a été identifiée comme un par-
tenaire potentiel de la PfPPlc (Hollin et al. 2016). Le géne complet (numéro d’accession
PF3D7 1031600) code une protéine de 904 acides aminés (PlasmoDB 2017) qui est conser-
vée uniquement chez I’ensemble des Plasmodium (blastP). Une analyse transcriptomique
a confirmé I’Open Reading Frame (ORF) putatif de GEXP15 (PlasmoDB 2017).

Etant donné que beaucoup de régulateurs de la PP1c sont décrits comme des protéines
désorganisées, nous avons examiné la structure de PfGEXP15. La prédiction de la structure
secondaire de PfGEXP15 (PSIPRED v3.3) montre que la protéine posséderait plusieurs
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hélices o mais assez peu de feuillets 5 (FIGURE 26). En revanche, IUPred, site de prédiction
des Intrinsically Unstructured Proteins, présage que la structure tertiaire de PFGEXP15 est
trés peu organisée hormis entre les acides aminés 300-450 et 650-800, qui correspondraient
a des hélices a. PFGEXP15 semblerait donc étre globalement une protéine non structurée et
le potentiel motif RVxF, détecté précédemment, se situerait en dehors d’une conformation
tridimensionnelle particuliére. De plus, aucun domaine transmembranaire n’a été prédit
sur PfGEXP15 (TMHMM v2.0).
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FIGURE 26 — Prédiction de la structure secondaire de PFGEXP15 par PSIPRED.

L’alignement global entre PIGEXP15 et son homologue de P. berghei, PbGEXP15
(PBANKA 0515400) révele 41% d’identité (FIGURE 27). Lorsque 'on retire manuellement
les séquences riches en acides aminés acides ou en asparagines, qui sont plus spécifiques de
P. falciparum, 'identité est supérieure a 50%. PbGEXP15 posséde des régions hautement
conservées comme le potentiel motif d’interaction RVxF, KKKKKVQF42, détecté lors du
criblage in silico (FIGURE 28) et qui est présent chez Plasmodium spp.. Il est & noter qu'un
second motif potentiel d’interaction RVxF, 683KNVYF62  est présent et est conservé.
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FIGURE 27 — Alignement global entre les protéines PFGEXP15 et PbGEXP15. L’ali-
gnement protéique entre PIGEXP15 (PF3D7_1031600) et PbGEXP15 (PBANKA 0515400) a été
réalisé par BioEdit et ClustalW. Les séquences suivant le motif consensus stringent ou basique du

RVxF sont encadrées en rouge et orange respectivement.

*KKKKKVQF" envyE”
1 PfGEXP15 904
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“KKKKKVQF " vy
PbGEXP15 656

FIGURE 28 — Motifs potentiels d’interaction de type RVXF et portions protéiques
de PIGEXP15 et PbGEXP15 utilisées. Les portions étudiées pour PIGEXP15 g_1go (gris),
PbGEXP15 4_17s (gris) et PbGEXP15 446596 (gris clair) sont représentées schématiquement ainsi
que leur position. Les positions et les séquences KKKKKVQF ou KNVYF ont été indiquées et
sont conservées chez P. falciparum et P. berghei. Ces motifs suivent, respectivement, la séquence

consensus stringente et basique du motif d’interaction RVxF.
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2 GEXP15 est surexprimée dans les jeunes gamétocytes

Afin de confirmer 'expression de GEXP15 chez Plasmodium, un antisérum dirigé contre
la partie N-terminale de la protéine recombinante de PbGEXP15 a été produit et utilisé
en western-blot. Les expériences ont été réalisées avec un extrait total d’une culture de P.
falciparum et ont révélé la présence d’une double bande spécifique autour de 130kDa au lieu
des 107kDa théoriques (FIGURE 29A). Une expérience similaire a été menée sur les stades
sanguins de P. berghei et PbGEXP15 a été identifiée & 100kDa environ alors que la taille
attendue est de 77kDa (FIGURE 29B). Tout comme PfGEXP15, un doublet est observé
ainsi qu’'une différence entre la taille obtenue et théorique. Un chargement anormal en SDS
et une dégradation ou des modifications post-traductionnelles de la protéine pourraient
expliquer I’ensemble de ces résultats.

A B

kDa kDa
1 2 3 4 1 2
250 — 250 —
130 — —
PfGEXP15 ——
100 — ] 130 —

100 —| e <«—PbGEXP15
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PfActin-1—— | W— G S —
35 70 —

FIGURE 29 - Expression de PfIGEXP15 et PbGEXP15. A.) Analyse par western-blot de
Pexpression de PIGEXP15 aux stades trophozoites/schizontes (pistes 1 et 3), gamétocytes de
stades II (pistes 2 et 4). 5.10° parasites de chaque stade de P. falciparum NF54 ont été charges.
Les protéines sont révélées par un sérum anti-GEXP15 (pistes 1 et 2) ou un sérum pré-immun
de souris (pistes 3 et 4) et des anticorps anti-Actine-1 (toutes les pistes, partie inférieure) comme
controle de charge. B. Détection de PbGEXP15 endogéne dans une culture asynchrone de P.
berghei. Le western-blot a été révélé avec un sérum anti-GEXP15 (piste 1) ou un sérum pré-immun
de souris (piste 2).

Une comparaison entre les protéomes des trophozoites, des gamétocytes jeunes et des
gamétocytes agés, a permis d’identifier PFGEXP15, par spectrométrie de masse, qui serait
exprimée uniquement chez les gamétocytes de stades I/II (Silvestrini et al. 2010). Nous
avons donc réalisé une analyse en western-blot de I'expression de PIGEXP15 aux stades
trophozoite/schizonte ainsi que gamétocyte de stade II chez P. falciparum. Les résultats
obtenus montrent que PfGEXP15 est faiblement exprimée aux stades asexuels agés et est
plus abondante chez les jeunes gamétocytes (FIGURE 29A). Cependant, au cours du pro-
téome (Silvestrini et al. 2010), seulement deux peptides de PEGEXP15 avaient été détectés
(2.6% de recouvrement de la protéine entiére) chez les gamétocytes de stades I/11, ce qui
peut expliquer qu’aucune détection n’a pu étre faite chez les trophozoites. Une analyse par
western-blot doit étre réalisée afin de comparer I'expression de PEGEXP15 & tous les stades
sanguins asexuels et sexuels.
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II GEXP15 interagit avec la PfPP1c chez le modéle hétérologue de S.
cerevisiae

Afin d’évaluer plus spécifiquement la capacité de GEXP15 & interagir avec la PfPP1c,
une portion de PfGEXP15 (entre les acides aminés 8 et 182) a été testée. PIGEXP15
g—182 a été sélectionnée puisqu’elle correspond a la méme région détectée trois fois par
le criblage en double hybride chez la levure lors de I’établissement de 'interactome de la
PfPP1c (Hollin et al. 2016). L’interaction entre Gal4-DBD-PfPP1c et Gal4-AD-Pf{GEXP15
g—182 peut étre mise en évidence par croissance des diploides sur milieu SD dépourvu de
Leucine, Tryptophane, Histidine (SD-LWH) et Adénine (SD-LWHA). Gal4-DBD-Laminine
et Gal4-DBD sont utilisées comme témoins négatifs. Lorsque les différentes souches croisées
ont été étalées sur milieu sélectif stringent, SD-LWH et SD-LWHA, seuls les diploides
exprimant PfGEXP15 g_1g2 et PIPP1c sont capables de croitre indiquant la capacité de ces
protéines a interagir spécifiquement 'une avec 'autre (FIGURE 30A). De fagon intéressante,
PfGEXP15 g_1g0 interagit fortement avec la PfPPlc, cette interaction étant visualisée
par la capacité des diploides a se développer sur le milieu le plus sélectif (SD-LWHA),
indépendamment des dilutions testées (FIGURE 30A).

Pour approfondir I’étude de 'interaction et & la vue de la taille et de la complexité
de la séquence de PEIGEXP15, nous avons analysé la capacité de la copie compléte de P.
berghei GEXP15 & se lier a la PfPP1c. PbGEXP15 est une protéine de 656 acides aminés
contre 904 pour PfGEXP15 (FIGURE 28). Par amplification de ’ADNg de P. berghei, nous
avons pu obtenir la séquence de PbGEXP15 correspondant aux acides aminés 4 & 629
(PbGEXP15 4_g29), ce qui représente 95% de la protéine compléte. Le croisement entre les
levures exprimant Gal4-AD-PbGEXP15 4_g29 d’une part, et Gal4-DBD-P{PPlc d’autre
part, a révélé que ces deux protéines interagissent spécifiquement et fortement comme en
témoigne la croissance des diploides sur le milieu SD-LWHA (FIGURE 30B).

Pour évaluer I'implication du potentiel motif d’interaction, deux portions de PbGEXP15
ont été sélectionnées (FIGURE 28). PbGEXP15 4178, correspondant a la région homologue
de PFGEXP15 g_1g9, présente la méme séquence suivant un motif d’interaction RVxF strin-
gent, précédemment identifiée par le criblage in silico de 'interactome de la PfPP1c (Hollin
et al. 2016). En paralléle, nous avons testé un second fragment, PbGEXP15 446596, conte-
nant la séquence KNVYF qui suit la séquence consensus basique du RVxF (Wakula et al.
2003). Les deux portions ont été clonées et transformées en levure. Les croisement réali-
sés avec les levures exprimant la PfPP1c montrent que seule PbGEXP15 4_17g interagit
avec la phosphatase (FIGURE 30C). Cette interaction est spécifique et forte (croissance
sur milieu SD-LWHA) comme celle observée avec PbGEXP15 4_g29. PbGEXP15 446596
ne montre aucune interaction avec la PfPPlc, dans ce modéle, indiquant que ce n’est pas
un motif RVxF. La définition du motif RVxF proposée par Wakula est peu spécifique et
peut expliquer que cette séquence de PbGEXP15 est juste aléatoire. De plus, ce résultat
indique qu’il n’y a pas d’autres motifs suffisants, sur cette portion, pour interagir seuls avec
la phosphatase. Dans le but de valider 'implication du potentiel motif RVxF de la région
N-terminale, une mutagenése dirigée a été réalisée sur la valine 34 et la phénylalanine 36
qui ont été substituées par deux alanines (PbGEXP15 4 178 KKKKKAQA). Le croisement
de ce mutant avec la PfPP1c ne révéle aucune interaction, confirmant que cette séquence
est un réel motif d’interaction de type RVxXF et qu’il est indispensable & la liaison avec la
PfPPlc (F1GURE 30C).

page 74



Résultats B - Caractérisation de GEXP15

A B

SD-LW SD-LWH SD-LWHA SD-LW SD-LWH SD-LWHA

e E——
1 F) . > 1 © P ’
e ——— ]
3 3

+[ | O e

SD-LW SD-LWH SD-LWHA SD-LW SD-LWH SD-LWHA

e

F1GURE 30 — Interaction de PfGEXP15 et PbGEXP15 avec la PfPP1c chez la levure.
Les diploides ont été vérifiés sur milieu SD-LW et les interactions ont été identifiées par croissance
des cultures non diluées ou diluées (1:25 et 1:50) sur milieux SD-LWH et SD-LWHA. A. Gal4-AD-
PfGEXP15 g_1g2 a été croisée avec Gal4-DBD-P{fPP1c (1), Gal4-DBD-Laminine (2) ou Gal4-DBD
(3). Le croisement Gal4-AD et Gal4-DBD-PfPP1c a été utilisé comme controle (4). B. Gal4-AD-
PbGEXP15 4_g29 a été croisée avec Gal4-DBD-P{fPP1c (1), Gal4-DBD-Laminine (2) ou Gal4-DBD
(3). C. Gal4-AD-PbGEXP15 4175 dans le méme ordre (1, 2 et 3) et Gald-AD-PbGEXP15 446596
(4), Gal4-AD-PbGEXP15 4178 kKkkKKAQA (D) ont été croisées avec Gal4-DBD-PfPP1c. D. Gal4-
AD-PfGEXP15 g_182 (1), Gald-AD-PbGEXP15 4_g29 (2), Gald-AD-PbGEXP15 4_175 (3), Gald-
AD-PbGEXP15 446-596 (4) et Gald-AD-PbGEXP15 4_178 kKkkkkaqQa (B) ont été croisées avec
Gal4-DBD-PfPP1c F255A F256A. Le croisement Gal4-AD et Gal4&-DBD-PfPP1lc F255A F256A a
été utilisé comme contrdle (6).

Afin de confirmer I'implication du motif, nous avons muté le site de liaison du motif
RVxF de la PfPPlc. Par mutagenése dirigée, les phénylalanines 255 et 256 du sillon hy-
drophobe de la PfPP1c, ont été substituées par deux alanines. Ces résidus de la PP1c sont
déja connus pour diminuer ou inhiber l'interaction avec les partenaires RVxF-dépendants
(Hurley et al. 2007 ; Meiselbach et al. 2006 ; X. Wu et Tatchell 2001). Dans le cas de Pf-
GEXP15 g_189, PbGEXP15 4_go9 et PbGEXP15 4 178, nous avons observé ’absence de
croissance sur le milieu le plus sélectif (SD-LWHA) et aprés dilutions sur le milieu SD-LWH
(FIGURE 30D). Ces résultats indiquent un affaiblissement de l'interaction entre GEXP15
et la PfPPlc. Aucune interaction n’a été détectée pour PbGEXP15 4 178 kKKKKKAQA €t
PbGEXP15 446_596 (FIGURE 30D).

L’ensemble de ces résultats confirme linteraction forte et spécifique entre GEXP15
et la PfPP1lc. La capacité d’interaction est fortement entravée lorsque le motif RVxF de
GEXP15 ou le sillon hydrophobe de la PfPP1lc sont mutés indiquant que la liaison entre
GEXP15 et la PfPP1c pourrait étre directe.
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ITIT GEXP15 se lie directement a la PfPP1c via son motif RVxF

Pour montrer que GEXP15 est capable de se lier directement a la PfPPlc, des ex-
périences de GST pull-down ont été utilisées avec différentes protéines recombinantes de
GEXP15 de P. falciparum et P. berghei, tagguées 6-His.

Pour cela, nous avons utilisé la PfPPlc fusionnée a la GST. Le témoin négatif est
apporté par la GST seule. Dans un premier temps, la portion N-terminale de PfGEXP15,
comprenant le potentiel motif RVXF (PfGEXP15 g_1g2), a été mise en contact des billes
de glutathion agarose préalablement incubées avec la GST-PfPP1lc ou la GST seule. La
révélation du western-blot correspondant, avec un anticorps anti-His, montre que cette
portion de PfGEXP15 interagit directement avec la PfPP1lc (FIGURE 31A). On remarque
également que PfGEXP15 g_ 130 peut se dimériser et conserver sa capacité & interagir
directement et spécifiquement avec la PfPPlc.
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FI1GURE 31 — Interaction directe entre GEXP15 et PfPPlc par GST pull-down. Les
western-blots ont été hybridés avec des anticorps anti-His (partie supérieure) ou anti-GST (partie
inférieure). 25% des protéines de GEXP15 ont été utilisées comme témoin de charge. A. 6-His-
PfGEXP15 5_152 a été incubée seule (piste 1), avec la GST seule (piste 2) ou la GST-PfPP1c (piste
3). B. 6-His-PbGEXP15 4_590 a été incubée seule (piste 1), avec la GST seule (piste 2) ou la GST-
PfPP1c (piste 3). C. 6-His-PbGEXP15 4_17s a été incubée seule (piste 1), avec la GST seule (pistes
2 et 4) ou la GST-PfPP1c (pistes 3 et 5) dans 150mM ou 500mM de NaCl respectivement. 6-His
PbGEXP15 4178 kKKKKKAQA & €té incubée dans le méme ordre et conditions (pistes 6 a 10).
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Des résultats similaires ont été obtenus en utilisant son orthologue de P. berghei, Pb-
GEXP15 4590 (représentant 89% de la protéine compléte) et PbGEXP15 4178 (FIGURE
31B et C). De facon intéressante, sous des conditions stringentes (NaCl 500mM), Pb-
GEXP15 4_178 conserve sa capacité a interagir avec la PfPP1c soulignant la robustesse de
cette interaction, ce qui avait déja été observée en double hybride chez la levure (croissance
sur milieu SD-LWHA). Afin d’examiner davantage la contribution du motif d’interaction
RVxF, une mutagenése dirigée a été réalisée. Comme décrit dans la FIGURE 31D, Pb-
GEXP15 4_178 KKKKKAQA ne montre aucune interaction ni avec la GST-PfPP1c ni avec la
GST seule dans les deux conditions de salinité, indiquant que le motif RVxF est impliqué
et essentiel dans l'interaction directe GEXP15-PfPP1c.

IV GEXP15 augmente ’activité phosphatase de la PfPP1c

Nous avons montré que GEXP15 interagit directement avec la PfPP1c, in vitro, et que
cette liaison nécessite un motif RVxF. Puisque ce motif est détecté chez 90% des régulateurs
connus de la PPlc (Bollen et al. 2010), nous avons supposé que GEXP15 pourrait étre
impliquée dans la régulation de la PfPP1c. Toutes les protéines recombinantes de GEXP15
ont été testées en présence de la PfPPlc active en utilisant le test du para-nitrophényl
phosphate (pNPP). Ce composé incolore est un substrat non spécifique de la phosphatase
et son hydrolyse permet la libération d’un produit coloré, le para-nitrophénol. L’incubation
de quantités croissantes de GEXP15 avec la PfPP1c montre une augmentation de 'activité
phosphatase (FIGURE 32). Celle-ci est doublée en présence de 200pmol de PIGEXP15 g_1g9
ou de 100pmol de PbGEXP15 4599 et PbGEXP15 4_17s.
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FI1GURE 32 — Effet de PFfGEXP15 et PbGEXP15 sur ’activité de la PfPP1c. A. PfPPlc
a été pré-incubée pendant 30min & 37°C avec différentes concentrations de PIGEXP15 g_1g0 avant
I’addition du pNPP. La densité optique a été mesurée aprés 1h a 37°C. B. PfPPlc a été pré-
incubée avec différentes concentrations de PbGEXP15 4_59¢ (noir), PbGEXP15 4_17g (gris foncé)
et PbGEXP15 4_178 kxkkkkaqQa (gris clair). Les résultats, présentés en % d’activité relative, ont
été obtenus a partir de deux expériences indépendantes réalisées en duplicate (moyenne + SD).
* p<0.05 et ** p<0.01 (test de Krustal-Wallis suivi d’un test de comparaison multiple Dunn’s
comme post hoc), comparé & 100% d’activité phosphatase.

Dans ce test, PbGEXP15 4_178 KKKKKAQA 1'est pas capable d’interagir ou de régu-
ler lactivité de la PfPPlc. En présence de PbGEXP15 4178, nous n’observons aucune
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compétition indiquant que le mutant n’est pas capable de se lier avec la PfPPlc (don-
nées non présentées). L’absence de modulation de I'activité de la PfPP1c avec ce mutant,
confirme que le motif RVXF est le principal contributeur dans cette interaction. L’ensemble
de ces observations suggére que, in vitro, GEXP15 est un potentiel activateur de 'activité
phosphatase de la PfPP1c.

V GEXP15 co-localise et interagit in vivo avec la PP1lc chez P. falci-
parum et P. berghei

Les expériences in vitro ou 'utilisation de modéle hétérologue ont confirmé I'interaction
et la présence d’un motif d’interaction de type RVxF permettant la liaison entre GEXP15
et la PfPP1lc. Ces résultats nous ont conduits & analyser sa capacité a interagir avec la
PP1lc chez le parasite.

Tout d’abord, la localisation de GEXP15 chez le parasite a été étudiée. Chez P. fal-
ciparum, Vantisérum dirigé contre GEXP15 a été utilisé en immunofluorescence avec un
anticorps secondaire conjugué FITC (collaboration avec le laboratoire du Dr Alano, Rome).
Malgré la difficulté a obtenir un signal, aux stades gamétocytes II et 111, PFGEXP15 sem-
blerait étre localisé au niveau nucléo-cytoplasmique (FIGURE 33).

Anti-GEXP15 Anti-Pfg27 Hoechst Brightfield

F1GURE 33 — Localisation de PFGEXP15 chez des gamétocytes jeunes de P. falciparum.
Par immunofluorescence les protéines PIGEXP15 et Pfg27 ont été marquées a I’aide des antisérums
dirigés contre elles-mémes alors que le noyau est coloré par le Hoechst. Pfg27 est utilisée comme
marqueur des gamétocytes de stades I (1), II (2) et III (3). L’expérience a été réalisée au laboratoire
du Dr Alano.
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Au cours de son identification lors de I’établissement d’un protéome des gamétocytes
jeunes (Silvestrini et al. 2010), GEXP15 a été classée au sein d’une famille de 22 protéines,
les Gametocyte EXported Proteins, décrites comme étant surexprimées ou exprimées uni-
quement dans les premiers stades de la gamétogenése et prédites comme étant exportées.
Parmi ces 22 membres, seulement 4 protéines, dont GEXP15, ne semblaient pas posséder
de motif PEXEL putatif. Ce motif est connu et décrit comme étant impliqué dans I’expor-
tation des protéines de Plasmodium (Hiller et al. 2004 ; Marti et al. 2004) mais d’autres
mécanismes alternatifs existent (Heiber et al. 2013). Au vu des résultats, PIGEXP15 ne
semble pas étre exportée dans les premiers stades gamétocytaires.

Par ailleurs, la localisation de PbGEXP15 et PbPP1c endogénes a également été étudiée
chez P. berghei par double recombinaison homologue avec 'ajout d’un tag HA (FIGURE
34A) (Pino et al. 2012). Dans le cas de PbPPlc, le génotypage a confirmé I'intégration (don-
nées non présentées) et la protéine HA-PbPPlc a été détectée par western-blot (FIGURE
36A). Par immunofluorescence réalisée a I’aide d’un anticorps anti-HA, nous observons que
la PbPP1c est localisée au niveau du noyau et du cytoplasme parasitaire (FIGURE 35A),
ce qui est en accord avec les différentes fonctions biologiques de la phosphatase chez les
eucaryotes et avec le fractionnement subcellulaire réalisé précédemment chez P. falciparum
(Daher et al. 2006).

Pour HA-PbGEXP15, le génotypage réalisé sur les parasites transfectés montre une
intégration de la région promotrice et de la région 5codante (FIGURE 34B). Afin de
localiser PbGEXP15, une amplification du signal & l'aide du couple anti-HA-biotine et
streptavidine-Texas Red a été requise. La protéine semblerait étre nucléo-cytoplasmique
au stade trophozoite (FIGURE 35B). Cependant, HA-PbGEXP15 n’a pu étre détectée par
western-blot. La faible expression de PbGEXP15 selon les stades et 'absence de clonage des
parasites pourraient expliquer cette absence de détection ainsi que de la nécessité d’utiliser
un systéme d’amplification du signal fluorescent. Une immunoprécipitation va étre réalisée
afin de la concentrer et de la détecter par western-blot. Une RT-PCR est envisageable afin
de palier toute absence de détection de la protéine. Une localisation au stade gamétocyte
sera réalisée ultérieurement afin de compléter les résultats sur PbGEXP15.

Des modifications par ajout de tag -GFP ou mCherry sur GEXP15 de P. falciparum
ou P. berghei ont également été tentées. Dans le cas de PIGEXP15-GFP et PbGEXP15-
GFP (TABLEAU 5, page 85), malgré la confirmation de l'intégration par génotypage, les
deux mutants n’ont ni été détectés par western-blot ni montré de fluorescence (données
non présentées). Pour PbGEXP15-mCherry (TABLEAU 5), une localisation globalement
similaire a été observée mais la protéine n’a pas pu étre mise en évidence par western-blot
(données non présentées).

PbPPlc et PbGEXP15 co-localisent donc a la fois dans le noyau et le cytoplasme, ce
qui pourrait laisser présager d’une interaction in vivo au vu des résultats précédemment
obtenus.
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FI1GURE 34 — Knock-in de PbGEXP15 chez P. berghei. A. Par double recombinaison ho-
mologue, PbGEXP15 est tagguée HA et placé sous le controle du promoteur inductible TetO~. B.
Vérification de I'intégration de HA-PbGEXP15. Les PCR sont réalisées sur de ’ADNg de parasites
sauvages (pistes 1 & 4) ou de parasites transfectés (pistes 5 & 8) en utilisant les couples d’amorces
P23-P24 (pistes 1 et 5), P25-P26 (pistes 2 et 6), P27-P28 (pistes 3 et 7) et P29-P30 (pistes 4 et
8). L’approche et les vérifications ont été utilisées de la méme maniére pour PbPPlc.

Anti-HA DAPI Merge Brightfield

FiGURE 35 — Localisation de PbPPlc et PbGEXP15 chez des trophozoites de P.
berghei. Par immunofluorescence, la protéine HA-PbPP1lc (1) a été hybridée par des anticorps
anti-HA suivi par une révélation avec des anticorps secondaires couplés a 1’Alexa Fluor 594. La
protéine HA-PbGEXP15 (2) a été détectée grace a des anticorps anti-HA-biotine suivis par la
streptavidine couplée au Texas Red. Le noyau a été coloré par DAPIL.

Afin de réaliser une co-immunoprécipitation du complexe, la solubilité des protéines
HA-PbPPlc et PbGEXP15 a été vérifice, & partir d’extraits parasitaires de P. berghe:
(FIGURE 36A). L'immunoprécipitation de HA-PbPPlc, a I'aide de billes d’agarose cou-
plées & des anticorps anti-HA, a été effectuée et a permis, aprés western-blot, de détecter
PbGEXP15 endogeéne (FIGURE 36B). Cette co-immunoprécipitation confirme donc que le
complexe PbPP1c-PbGEXP15 existe in vivo chez P. berghei.
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FI1GURE 36 — Immunoprécipitation du complexe PbGEXP15-PbPP1c. A. Détection de
PbGEXP15 endogeéne et HA-PbPP1c dans un extrait soluble (S) et insoluble (I) de P. berghei. B.
Des billes-HA ont été utilisées sur un extrait de protéines solubles de P. berghei sauvage et avec le
locus recombinant HA-PbPP1c. Le western-blot a été réalisé avec un sérum anti-GEXP15 (partie
supérieure gauche), anti-HA (partie inférieure gauche) ou un sérum pré-immun de souris (partie
droite) sur un immunoprécipitat (IP : HA).

VI GEXP15 est une protéine parasitaire essentielle ?
1 Knock-out de GEXP15 chez P. falciparum et P. berghe:

Afin d’évaluer la fonction de GEXP15 et son impact sur la (sur)vie de Plasmodium,
une délétion du géne a été entreprise.

Chez P. falciparum, 'interruption de PEGEXP15 a été réalisée, par simple recombinai-
son homologue avec le vecteur pCAM (FIGURE 37A). L’interruption de PIGEXP15 a été
démontrée dans la souche 3D7 (FIGURE 37B), 21 semaines post-transfection. Ces parasites
vont étre clonés prochainement afin de pouvoir éventuellement observer un phénotype. La
présence de parasites mutants laisse sous entendre que la délétion de PEGEXP15 n’est pas
délétére aux stades asexuels sanguins chez P. falciparum. Cependant, aprés de multiples
essais, notre souche 3D7 s’est montrée incapable de produire des gamétocytes, phénomeéne
largement décrit pour 3D7 (Alano et al. 1995). La souche NF54, fournie par le Dr Alano, a
alors été mise a profit afin de pouvoir étudier 'impact de GEXP15 dans la gamétogenése,
si des parasites viables étaient obtenus. Deux transfections sont actuellement en cours mais
il est encore trop tot pour pouvoir conclure (TABLEAU 5).
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FIGURE 37 — Knock-out de PfGEXP15 chez P. falciparum. A. Par simple recombinaison
homologue, PfGEXP15 a été interrompue par le géne conférant la résistance a la blasticidine (BSD).
B. Vérification du knock-out de PIGEXP15 par PCR & partir de ’ADNg des parasites sauvages
de la souche 3D7 de P. falciparum (pistes 1 & 3) et des parasites transfectés de la souche 3D7 de
P. falciparum (pistes 4 & 6) en utilisant les couples d’amorces P15-P16 (pistes 1 et 4), P19-P20
(pistes 2 et 5) et P22-P20 (pistes 3 et 6).

Dans le cas de P. berghei, une stratégie similaire a été mise en place. Une double
recombinaison homologue, via les UTR 5’ et 3’, permet de remplacer complétement le géne
PbGEXP15 par la TgDHFR, géne conférant la résistance a la pyriméthamine (FIGURE
38A). Apres 4 tentatives infructueuses, par absence de parasites viables ou de stabilité de
I'intégration (TABLEAU 5), la cinquiéme a permis d’obtenir des parasites stables délétés
pour PbGEXP15. Cette délétion a été confirmée par génotypage et la présence du géne
pbgexpl5 endogene semble méme étre sous le seuil de détection par PCR (FIGURE 38B).
Afin d’analyser I'impact du knock-out de PbGEXP15, une cinétique a été réalisée sur
des souris Balb/cJ infectées par P. berghei sauvage ou délété pour PbGEXP15 (FIGURE
38C). On remarque que jusqu’a 14 jours post-infection, la cinétique de la parasitémie est
identique dans les deux groupes de souris. En revanche, & partir de J15, la parasitémie des
souris infectées par P. berghei knock-out chute fortement et & partir de J17, plus aucun
parasite n’est détectable. La délétion de GEXP15 semble donc impacter négativement la
multiplication des parasites mutants.
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F1GURE 38 — Knock-out de PbGEXP15 chez P. berghei. A. Par double recombinaison
homologue au niveau des UTR 5’ et 3’, PbGEXP15 a été remplacée par le géne TeDHFR conférant
la résistance. B. Vérification du knock-out de PbGEXP15 par PCR a partir de ’ADNg des parasites
sauvages (pistes 1 & 3) et des parasites transfectés (pistes 4 & 6) en utilisant les couples d’amorces
P8-P10 (pistes 1 et 4), P35-P36 (pistes 2 et 5) et P37-P38 (pistes 3 et 6). C. Parasitémie des
souris infectés & 106 par P. berghei sauvage (rouge) ou P. berghei délété pour PbGEXP15 (bleu).
L’expérience a été effectuée une seule fois sur 5 souris par groupe (moyenne + SEM). # indique
que la parasitémie a été calculée sur les 3 souris non-sacrifiées auparavant. *** p<0.0001 (Test T
multiple avec correction Holm-Sidak).

2 Systémes inductibles chez P. berghei

Afin d’explorer plus finement le réle de GEXP15, des systémes inductibles ont été
testés.

Tout d’abord, la construction TRAD4-HA-PbGEXP15, qui a été utilisée pour la lo-
calisation, est a la base un systéme permettant un knock-down du géne cible, par une
répression de la transcription par le couple AnhydroTétracycline (ATc) et le promoteur in-
ductible TetO7 (FIGURE 34A). Cependant, ce systéme a été testé au laboratoire et aucun
knock-down n’a été observé pour les différents génes d’intérét. Dans le cas de PbGEXP15,
la premiére transfection a abouti & une instabilité de I'intégration entravant toutes expé-
rimentations (TABLEAU 5). La deuxiéme tentative, plus récente, semble étre stable et a
permis de réaliser les expériences d’immunofluorescence. Néanmoins, face aux multiples
échecs d’induction, celle-ci n’a pas été retestée pour PbGEXP15.

Un deuxiéme systéme inductible, cette fois par dégradation de la protéine, a été utilisé
(Philip et Waters 2015). Le géne PbGEXP15 a été fusionné a un domaine de liaison a
lauxine (AID) qui va permettre en présence de celle-ci, la prise en charge de la protéine
PbGEXP15 par le protéasome et assurer sa dégradation dans une lignée de P. berghei, ol
le récepteur TIR1 a été rajouté par modification génétique (FIGURE 39A et B). La trans-
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fection de la construction PbGEXP15-AID-HA a été accomplie et l'intégration détectée
(F1GURE 39C). Cependant, la protéine PbGEXP15-AID-HA n’a pas encore été détectée
par western-blot a 'aide d’anticorps anti-HA mais un clonage par tri cellulaire va étre
réalisé suivi par des tests d’induction et des analyses phénotypiques.
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FI1GURE 39 — Knock-out inductible de PbGEXP15 chez P. berghei. A. Schématisation du
systéme de dégradation protéique. L’auxine promeut l'interaction entre le domaine AID (en bleu)
et TIR1 (en vert). Le complexe ubiquitine ligase E3, TIR1-SKP1-CUL1-RBX, par le recrutement
de la ligase E2, va favoriser 'ubiquitination et la dégradation de la protéine chimérique (d’aprés
(Philip et Waters 2015)). B. Par simple recombinaison homologue, le géne de PbGEXP15 a été
fusionné avec le domaine AID et le tag HA. Le géne de la hDHFR confére la résistance a la
pyriméthamine. Le site de restriction BspEI a été généré par mutagenése dirigée afin de linéariser
le plasmide avant la transfection. La GFP libre est utilisée pour le clonage des parasites transfectés
C. Vérification du knock-out inductible de PbGEXP15 par PCR a partir de ’ADNg des parasites
sauvages (pistes 1 et 2) et des parasites transfectés (pistes 3 et 4) en utilisant les couples d’amorces
P8-P10 (pistes 1 et 3) et P8-P48 (pistes 2 et 4).

Au vu de la difficulté pour obtenir des parasites knock-out ou knock-down de GEXP15,
on peut supposer que la protéine est importante pour la survie du parasite. L’analyse des
intégrants chez P. falciparum et P. berghei et des knock-down inductibles, nous permettra
d’élucider le role biologique de GEXP15.
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TABLEAU 5 — Récapitulatif de I’ensemble des transfections réalisées pour GEXP15 chez
P. falciparum et P. berghei. Les intégrations ont été vérifiées pour I’ensemble des transfections
ainsi que la présence du plasmide pour celles de P. falciparum. Des western-blots ont été effectués
afin de détecter la protéine tagguée ou chimérique. Les vérifications réussies sont indiquées avec
un + alors que les négatives le sont avec un -.

) Vérification
Souches | Constructions Remarque
Plasmide | Intégration | Western-blot
3D7 pCAM-BSD + + Clonage en cours
NF54 pCAM-BSD En cours
3D7 pCAM-GFP + + - Pas de fluorescence
NF54 pCAM-GFP + - En cours

Souches | Constructions Vertfication Remarque
Intégration Western-blot
ANKA Knock-out + En cours (n=5)
ANKA TRAD4 + + Instable
ANKA TRAD4 + - En cours
ANKA GFP + - Pas de fluorescence
ANKA mCherry + - Fluorescence +
ANKA AID + - Clonage en cours
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Matériel et méthodes

Vecteurs

Les plasmides pGADT7/pGBKT7, pETDuet-1 et pGEX4T3 sont commercialisés par
Clontech, Novagen et GE Healthcare Life Sciences. Les différents vecteurs pCAM, pPRF-
TRAD4-TetO7, pBS-DHFR, pG362 et pLL1886 ont été généreusement fournis par les Drs
C. Doerig, D. Soldati-Favre, R. Tewari, N. Philip et B. Franke-Fayard respectivement. Les
amorces utilisées sont regroupées en Tableau S7 (Annexes II).

Expérimentation animale

Les infections et la production de 'antisérum ont été réalisées chez des souris méales CD1
(30g) (Charles River) ou des rats méles Fisher (4 semaines) pour les transfections (Charles
River). Des souris males Balb/cJ (10 semaines) (Janvier Labs) ont été utilisées pour le
suivi de parasitémie des parasites pG230 sauvages et KO-PbGEXP15. Les différentes ex-
périmentations et protocoles ont été validés par le Comité d’éthique en expérimentation
animale 75. Nord Pas de Calais (Référence 00527.04).

Recherche dans les bases de données génomiques et analyse de séquences

Les différentes séquences de GEXP15 ont été recherchées sur la banque de données
PlasmoDB. NCBI’s conserved domain database, PSIPRED v3.3, IUPred et TMHMM v2.0
sont utilisées pour prédire la structure et les domaines de PfGEXP15. Les sites de phos-
phorylation sont prédits par NetPhos 3.1. L’alignement entre PfGEXP15 et PbGEXP15 a
été effectué par BioEdit et ClustalW.

Tests en double hybride chez la levure

PIGEXP15 g_189 clonée dans le vecteur pGADTY7, provient de la banque d’ADNc de P.
falciparum (Dualsystems Biotech) et a été purifiée aprés le criblage en double hybride chez
la levure (HOHIH et al. 2016) PbGEXP15 4—629, PbGEXP15 4—178, PbGEXP15 446—596 ont
été amplifiées par PCR sur ’ADNg de P. berghei en utilisant les couples d’amorces P1-P2,
P2-P3, P4-P5 (Tableau S7) respectivement et clonées dans le vecteur pGADT7 (Clontech)
par le systéme de In-Fusion HD Cloning (Clontech) selon les instructions du fournisseur.
Gal4-DBD-PfPPlc a été clonée précédemment (Fréville et al. 2013). PbGEXP15 4178
KKKKKAQA et PfPPlc F255A /F256A ont été obtenues par mutagenése dirigée avec 1'Isis
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DNA polymerase (MP Biomedicals) et pGADT7-PbGEXP15 4_378 ou pGBKT7-PfPPlc
comme matrices avec les couples d’amorces P11-P12; P13-P14 respectivement (Tableau
S7). Les constructions en pGADT7 et pGBKT7 ont été transformées dans les souches de
levures Y2H Gold et Y187 (Clontech) respectivement, et étalées sur le milieu Synthetic
Defined agar dépourvu de leucine (SD-L) ou le milieu SD agar dépourvu de tryptophane
(SD-W) respectivement et incubées a 30°C pendant 3-5 jours. Différents croisements sont
réalisés et répandus sur le milieu sélectif SD-LW. Ils sont repiqués sur des milieux SD-LWH
et SD-LWHA (L : Leucine, W : Tryptophane, H : Histidine, A : Adénine), plus stringents,
a différentes dilutions (1:1, 1:25, 1:50). Les diploides sont incubés pendant 4-6 jours a
30°C. Les vecteurs vides pGADT7 ou pGBKT7 et pGBKT7-Laminine sont utilisés comme
témoins négatifs.

Expression des protéines recombinantes et production de ’antisérum

Les régions codantes de PIGEXP15 g_130, PbGEXP15 4_599, PbGEXP15 4_178 ont été
obtenues par PCR avec les couples d’amorces P6-P7, P8-P9 et P8-P10 respectivement et
clonées dans le vecteur pETDuet-1 (Novagen) en utilisant le systéme In-Fusion HD Clo-
ning (Clontech). Les conditions de PCR consistent a 5min & 95°C suivies par 35 cycles a
95°C (30sec), 58°C (30sec) et 68°C (2min30), suivies par 7min a 68°C. PbGEXP15 4_17g
KKKKKAQA a ¢té obtenue par mutagenese dirigée avec 1'Isis DNA polymerase (MP Bio-
medicals), pETDuet-1-PbGEXP15 4_178 comme matrice et les amorces P11-P12 (Tableau
S7).

Toutes les expressions des protéines recombinantes de GEXP15 sont réalisées en One
Shot@®) BL21 Star™ (DE3) Chemically Competent E. coli cells (Life Technologies) en
présence de 0.5mM IPTG & 16°C pendant la nuit. Les bactéries sont récupérées dans
un tampon non-dénaturant (20mM Tris, 500mM NaCl, 20mM Imidazole et un cocktail
d’inhibiteurs de protéase (Roche), pH 7.5) puis soumises a sonication et ultracentrifugation.
Les culots sont resuspendus dans un tampon dénaturant (20mM Tris, 500mM NaCl, 6M
Guanidine, 20mM Imidazole et un cocktail d’inhibiteurs de protéase (Roche), pH 7.5) puis
centrifugés, aprés 30min d’incubation. Les billes d’agarose Ni?*-NTA (Macherey Nagel)
sont utilisées pour purifier les protéines recombinantes comme précédemment décrit (Hollin
et al. 2016). La GST-PfPP1c est produite selon le protocole préalablement établi (Tellier
et al. 2016).

Les différentes protéines recombinantes sont analysées par SDS-PAGE et coloration au
bleu de coomassie ou western-blots. Dans ce cas, les protéines sont transférées sur mem-
brane de nitrocellulose, puis incubées avec des anticorps anti-His (dilution 1:2000) (Qiagen)
suivis par des anti-IgG de souris HRP (dilution 1:50000). La détection est effectuée par
chimiluminescence avec SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate (Life Tech-
nologies). Les protéines recombinantes sont quantifiées par le test Pierce™ BCA Protein
(Life Technologies).

Afin de produire un antisérum, la protéine recombinante PbGEXP15 4_17g est mixée
avec du Alu-Gel-S (Serva) et administrée a des souris CD1 par voie intrapéritonéale. Les
souris sont boostées aux jours 21 et 35. L’antisérum est collecté et testé une semaine aprés
le dernier boost.
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Tests d’interaction par GST pull-down

Les billes de sépharose-glutathione (Sigma-Aldrich) couplées avec la GST-PfPP1c sont
incubées toute la nuit & 4°C avec 2pg de PfGEXP15 g_182, PbGEXP15 4_590, PbGEXP15
4—178 ou PbGEXP15 4_178 kkkKKAQA €t 25ng de BSA dans 20mM Tris, 150 ou 500mM
NaCl, 0.2mM EDTA, 20mM Hepes, 1 mMDTT, 0.1% Triton X-100, cocktail d’inhibiteurs
de protéases et I1mM MnCly. Aprés 5 lavages dans le méme tampon, les protéines liées aux
billes sont analysées par western-blots avec des anticorps anti-His (1:2000) ou anti-GST
(1:2000) (Invitrogen) comme décrit ci-dessus.

Effet de GEXP15 sur ’activité de la PfPP1c

Le role de GEXP15 sur l'activité de la PfPPlc est étudié en utilisant le test du p-
nitrophenyl phosphate (pNPP). Différentes quantités de PIGEXP15 g_132, PbGEXP15
4-590, PbGEXP15 4_178 et PbGEXP15 4_178 kkkkKAQa sont incubées avec 40pmol de
PfPP1c pendant 30min & 37°C. La réaction enzymatique est initiée par I’ajout du substrat
pNPP dans le milieu réactionnel (Sigma-Aldrich) et l’absorbance est mesurée a 405nm
(Thermo Scientifc Multiskan FC).

Les deux expériences sont effectuées en duplicate et un test de Krustal-Wallis suivi d’un
test de comparaison multiple Dunn’s comme post hoc, est réalisé avec GraphPad Prism
afin de comparer I'activité phosphatase en présence et en absence de GEXP15.

Génération et analyse des parasites transfectés de P. falciparum

Les souches 3D7 et NF54 de P. falciparum sont cultivées selon Fréville et al (Fréville
et al. 2012) dans du milieu de culture RPMI1640 avec 0.4% AlbuMAX™ IT Lipid-Rich BSA
(Life Technologies).

Afin d’interrompre le géne de pfgexp15, un produit PCR (666 pb) de la portion 5 a
été obtenu en utilisant les amorces P15-P16 (Tableau S7) sur ’ADNg de P. falciparum
3D7 et cloné dans le vecteur pCAM-BSD, contenant la cassette conférant la résistance
a la blasticidine. L’accessibilité du locus de PIGEXP15 est vérifiée par transfections avec
pCAM-PfGEXP15-GFP. Le vecteur a été généré par 'amplification, par PCR, de la portion
3’ de PfGEXP15 (588 pb) en utilisant les amorces P17-P18 (Tableau S7) sur ’ADNg de P.
falciparum 3D7. Les transfections sont réalisées avec 751g de plasmide et par I’électropo-
ration des stades anneaux ou érythrocytes sains (Hasenkamp et al. 2012) suivie par 1'ajout
des stades trophozoite/schizonte des souches de 3D7 ou NF54. La pression de sélection a
la blasticidine (Invitrogen) est appliquée 24-48h aprés les transfections & une concentration
finale de 2.5pg/ml et renouvelée chaque jour lors de la premiére semaine puis trois fois par
semaine.

L’ADN total est extrait avec le kit KAPA Express Extract (KAPA BioSystems) (ins-
tructions du fournisseur) & partir d’érythrocytes infectés préalablement lysés avec de la
saponine (Umlas et Fallon 1971).

Les analyses génotypiques des mutants sont effectuées par PCR en utilisant I’Advantage
2 Polymerase Mix (Clontech) et les couples d’amorces P22-P20 et P21-P20 (Tableau S7)
pour pCAM-PfGEXP15-BSD et pCAM-PfGEXP15-GFP respectivement. La présence des
vecteurs est vérifiée avec les amorces P19-P20.
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Détection de GEXP15 dans les stades asexuels et sexuels de P. falciparum
et P. berghei

Pour les western-blots, les gamétocytes jeunes sont obtenus par parasitémie élevée d’une
culture de P. falciparum NF54 traitée avec du N-acetylglucosamine selon la méthode pré-
cédemment décrite (Suarez-Cortés et al. 2016). Les gamétocytes et les stades asexuels agés
sont purifiés par Magnetic-activated cell sorting. Les extraits parasitaires, provenant des
cultures synchrones de P. falciparum NF54, sont hybridés avec un sérum anti-GEXP15
(dilution 1:100) ou un sérum pré-immun de souris, puis avec des anticorps Mouse True-
Blot®) Ultra : Anti-Mouse Ig HRP (1:2000, eBioscience). Les extraits de P. berghei sont
obtenus & partir de schizontes matures, enrichis sur un gradient de Nycodenz 50%.

Génération et analyse des parasites transfectés de P. berghei

Pour le knock-out du géne de pbgexp15, les produits PCR ont été générés a partir des
régions UTR 5’ et 3’ en utilisant les couples d’amorces P31-P32 (847 pb), P33-P34 (695
pb) (Tableau S7) et ’ADNg de P. berghei comme matrice. Les inserts ont été clonés dans
le vecteur pBS-DHFR (Tewari et al. 2010) et la construction a été linéarisée par Xbal-Apal
avant la transfection.

Dans le cas du systéme knock-down inductible TRAD4-TetO7, 'UTR 5’ et la région
codante 5’ des génes de pbgexpl5 et pbpplc ont été amplifiés par PCR en utilisant les
couples d’amorces P23-P24 (775 pb), P25-P26 (706 pb) et P49-P50 (648 pb), P51-P52
(839 pb) (Tableau S7) respectivement avec comme matrice, ’ADNg de P. berghei. Les
produits PCR ont été clonés dans le plasmide (Pino et al. 2012) et les constructions ont
été linéarisées par Nhel-Bglll avant la transfection.

Afin d’utiliser le systéme inductible a I'auxine (Philip et Waters 2015), la région 3’
codante de PbGEXP15 a aussi été amplifiée avec les amorces P44 et P45 (1332 pb). Les
amorces P46 et P47 ont servi & générer une mutation silencieuse par mutagenése diri-
gée, afin d’obtenir un site BspEI interne pour la linéarisation du plasmide pG362 avant
transfection (Philip et Waters 2015).

Les transfections de P. berghei sont effectuées selon Janse et al (Janse et al. 2006)
avec une légére modification du milieu de culture utilisé pour la maturation des schizontes
(milieu de culture RPMI1640 avec 0.4% AlbuMAX™II Lipid-Rich BSA (Life technologies)).
Tous les plasmides linéarisés sont transfectés par électroporation dans la lignée pG230 de
P. berghei ANKA (Philip et Waters 2015). Les parasites transfectés sont positivement
sélectionnés par 'ajout de pyriméthamine dans I’eau de biberon, 30h aprés la transfection.

Les érythrocytes parasités sont lysés avec le Red blood cell Lysing buffer (Sigma-
Aldrich), puis 'ADN est extrait a I’aide du kit KAPA Express Extract (KAPA BioSystems)
selon les instructions du fournisseur. La délétion du géne est vérifiée par PCR en utilisant
les couples d’amorces P35-P36 et P37-P38. P27-P28 et P29-P30 sont utilisées pour le
génotypage de TRAD4-TetO7-PbGEXP15 et P53-P28, P29-P54 pour celui de TRAD4-
TetO7-PbPP1lc (Tableau S7). PbGEXP15-AID-HA est vérifiée avec les amorces P8-P48.
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Immunoprécipitation

Les schizontes matures de TRAD4-TetO7-PbPP1c, purifiés par gradient de Nycodenz
50%, sont repris dans 50mM Tris, 0.5% triton X-100 et un cocktail d’inhibiteurs de pro-
téases (Roche), pH 8. Aprés 10 cycles de congélation-décongélation puis sonication, la
fraction soluble est obtenue aprés des centrifugations répétées a 13000 rpm et & 4°C. Les
billes HA Epitope Tag Antibody, Agarose conjugate (Life technologies), sont pré-incubées
avec de la BSA, puis mixées avec l'extrait protéique soluble des parasites, pendant la nuit
a 4°C dans un tampon : 20mM Tris, 150mM NaCl, 0.5% triton X-100 et un cocktail d’inhi-
biteurs de protéases (Roche), pH 7.5. Les billes sont lavées et 1’élution est effectuée dans un
tampon de charge Laemmli 3min & 100°C. Les western-blots sont réalisés comme décrit ci-
dessus et hybridés avec un sérum anti-GEXP15 (1:100) ou un sérum pré-immun de souris,
puis par des anticorps Mouse TrueBlot(®) Ultra : Anti-Mouse Ig HRP (1:2000, eBioscience)
ou par des anticorps anti-HA-Tag Rabbit mAb (1:2000, Cell Signaling Technology) puis
par des anticorps goat anti-rabbit I[gG-HRP (Sigma-Aldrich).

Localisation de GEXP15

Un frottis des gamétocytes jeunes de P. falciparum NF54 est réalisé, puis les cellules
sont fixées et perméabilisées dans ’acétone. Aprés plusieurs lavages au PBS et une sa-
turation au PBS 3% BSA, pendant 30min, le sérum de souris anti-GEXP15 (1:100) ou
de lapin anti-Pfg27 (1:200) sont appliqués pendant 1h. Aprés lavages, une incubation est
effectuée avec des anticorps secondaires anti-souris ou anti-lapin, couplées FITC ou Texas
Red respectivement. Les noyaux sont marqués a I’Hoechst pendant 10min. Les images sont
obtenues par le microscope Leica DMR fluorescence et une caméra refroidie CCD (Leica).

Le sang de souris infectées par des parasites transfectés, est fixé avec 4% paraformal-
déhyde et 0.075% glutaraldéhyde pendant 24h a 4°C. Aprés plusieurs lavages au PBS; les
cellules sédimentent sur des lamelles recouvertes de Poly-L-lysine, pendant 1h. Les cellules
sont perméabilisées et saturées avec du PBS, 0.5% triton X-100 et 1% BSA pendant 30min.

Dans le cas de PbGEXP15, les anticorps anti-HA, conjugués a la biotine (Abcam), sont
dilués au 1:200 dans du PBS 1% BSA et appliqués pendant 1h a 37°C. Les lamelles sont
lavées au PBS puis incubées avec de la streptavidine-Texas Red au 1:400 (Sigma-Aldrich)
dans du PBS 1% BSA, en plus du DAPI, pendant 1h & 37°C. Une imagerie confocale est
menée avec le microscope LSM880 (Zeiss).

Pour PbPPlc, la méme méthode est réalisée avec des anticorps anti-HA Rabbit mAb
(1:200, Cell Signaling Technology) puis Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Cross-Adsorbed,
Alexa Fluor 594 (1:1000, Life Technologies) et les images obtenues avec I’Axiolmager Z1-
Apotome (Zeiss).

L’ensemble des images de P. falciparum et P. berghei sont traitées avec ImagelJ.
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L’étude des phosphatases et notamment de la Ser/Thr protéine phosphatase de type
1 chez Plasmodium falciparum (PfPP1lc), est I'un des principaux objectifs du laboratoire.
Cette phosphatase, conservée chez ’ensemble des eucaryotes, est régulée par une multitude
de sous-unités régulatrices. Celles-ci sont particulierement bien décrites chez 'Homme, au
contraire de P. falciparum dont seulement 4 régulateurs ont été identifiés par génomique
comparative et caractérisés. Afin d’identifier de nouveaux régulateurs, I’établissement d’un
interactome de la PfPPlc a été le premier objectif de cette thése. Dans cette partie les
résultats de 'interactome de la PfPP1c seront discutés puis ceux obtenus lors de la carac-
térisation de GEXP15.

Interactome de la PfPPl1c

Le premier interactome de la PfPP1lc a été établi par 'utilisation de trois approches.

La colonne d’affinité et I’identification par spectrométrie de masse

Tout d’abord, I'identification par la colonne d’affinité de la PfPP1c a permis de mettre
en évidence 6 partenaires potentiels (Table 1 (Annexes I)). Une expérience assez similaire,
par immunoprécipitation de la PP1lc «9 humaine, suivie d’une identification par spectro-
métrie de masse, avait détecté 7 protéines (Fardilha et al. 2011). On peut supposer que le
faible nombre de protéines identifiées, dans leur expérience et la notre, peut étre dii & une
identification par spectrométrie de masse, uniquement sur les bandes discernables aprés
coloration. En effet, avec cette méthode, seuls les partenaires abondants sont détectés. De
plus, pour pouvoir interagir avec notre colonne d’affinité, les interactants doivent étre libres
ou du moins avoir une affinité suffisamment forte dans le cas d’une compétition.

Un test d’interaction de type ELISA a confirmé 'interaction entre 5 candidats et la
PfPPlc, et celle-ci est directe in vitro. Le dernier partenaire n’a pu étre produit et testé
sous forme recombinante.

Par ailleurs, notre approche a mis en évidence la chaperonne HSP70 comme éventuel
partenaire de la PP1c. La fonction de cette protéine pourrait laisser penser que le complexe
se forme uniquement dans le but d’éviter une agrégation ou une mauvaise conformation
de la phosphatase. Cependant, la HSP70 a été identifiée comme partenaire potentiel par
différentes approches (Fardilha et al. 2011 ; Flores-Delgado et al. 2007) et la présence de
motifs RVxF et Fxx|RK|x[RK] potentiels chez la PfHSP70, suggérerait que la chaperonne
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interagit bien avec la PP1lc. Ce résultat a d’ailleurs été confirmé par un test d’interaction
de type ELISA (FIGURE 2 (Annexes I)).

Outre les deux protéines chaperonnes HSP, les quatre autres partenaires correspondent
a des enzymes. Plusieurs sérines/thréonines ont été décrites sur ces protéines comme étant
phosphorylées. Une régulation de leur activité par déphosphorylation de la PfPPlc est
donc envisageable.

Le criblage par double hybride chez la levure

La deuxiéme approche, par le criblage en double hybride chez la levure avec la PfPP1c
comme appét, a permis 'identification de 134 protéines. L’analyse des séquences a démontré
que 23 de ces génes étaient en cadre de lecture avec le domaine Gal4-AD et 103 en décalage.
Dans le cas de ces derniers, la capacité des levures a exprimer des protéines en décalage
de cadre a déja été démontrée (Fromont-Racine et al. 1997) et 8 génes ont été détectés en
cadre et en décalage de lecture, ce qui confirme qu’ils peuvent étre considérés comme de
réels partenaires. Ce décalage pourrait permettre, dans certains cas, de réduire la toxicité
de ces protéines par diminution de leur expression (Chidley et al. 2011). En effet, 'une
des limites de cette approche est I’expression de protéines potentiellement toxiques pour la
levure. Il nous a alors semblé logique de conserver ces protéines comme pouvant étre des
partenaires de la PfPP1c.

Afin de valider les partenaires obtenus, un test d’interaction de type ELISA a été utilisé.
Quinze protéines recombinantes ont été produites sur les 30 sélectionnées (50% de succes)
et I'interaction a été confirmée pour 12 d’entre elles. L’une des trois protéines non validées
fait partie des partenaires en décalage de cadre. Cependant, les données concernant ces
génes ne sont pas suffisantes pour généraliser sur la validité de celles-ci par rapport a celles
en cadre. En effet, hormis la protéine non validée, une seule autre protéine hors cadre a
été produite et validée. Le taux de réussite lors de la production des protéines dont le géne
est en décalage de cadre, n’atteint que les 25%. On peut donc supposer que ce décalage
favorise bien ’expression de protéines toxiques pour les levures ou les bactéries.

Par ailleurs, les histones H2A et H2B ont été également identifiées par double hybride
chez la levure en décalage de cadre de lecture pour les deux protéines mais aussi en cadre
pour H2B. H2A était déja décrite pour interagir et étre déphosphorylée par la PPlc chez
S. cerevisiae (Table S2 (Annexes I)) (Costanzo et al. 2010). La forte identité entre HsH2A,
HsH2B et PfH2A, PfH2B respectivement, nous a permis d’utiliser les protéines humaines
commerciales et de valider les interactions par un test de type ELISA. Des résultats préli-
minaires ont été obtenus avec le test pNPP. HsH2A entraine une diminution de ’ordre de
30% de lactivité de la PfPP1c en présence de 250pmol de protéine recombinante alors que
leffet de HsH2B n’est pas clairement établi (données non présentées). Cette diminution
pourrait s’expliquer par une inhibition de 'activité de la PfPP1lc ou tout simplement par
une compétition entre HsH2A et le pNPP. En effet, on peut supposer que méme si la pro-
téine recombinante HsH2A n’est pas phosphorylée, elle interagit, in vitro, avec la PfPPlc
qui ne peut alors plus cibler et déphosphoryler le pNPP.
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Le criblage in silico du motif d’interaction RVxF

La derniére approche a consisté en la recherche d’un motif d’interaction stringent de
type RVxF, dans le génome de P. falciparum. Elle a permis d’identifier 55 protéines et
I'analyse de ces motifs RVxF putatifs (FIGURE 40) a établi une séquence consensus haute-
ment spécifique pour le cas de P. falciparum : [Ki3L1217Vs][K1sNgIsR5][Ks2R13][Ks5R10]
[K19N15513T5]V[S22H11 T9R6QeNg|[FeoWs5]. Un criblage d’autres motifs connus pour inter-
agir avec la PP1lc aurait pu étre réalisé mais nous avons fait le choix de nous concentrer
sur le motif principal qu’est le RVxF.
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FIGURE 40 — Représentation Weblogo de l’alignement des motifs RVxF putatifs des
protéines criblées in silico. La hauteur des lettres représente la fréquence de ’acide aminé
parmi les 65 séquences testées des 55 protéines.

Lorsque 'on examine les acides aminés fréquents selon la position, on remarque qu’en
amont de la valine, la lysine est & chaque fois la plus abondante, ce qui confirmerait qu'un
environnement basique en position 1 & 5 du motif accentuerait I'affinité du RVxF avec
la PP1c (Bollen et al. 2010; Meiselbach et al. 2006). En position 7, on note un enrichis-
sement en sérines et thréonines suggérant qu’'une phosphorylation a cet emplacement est
envisageable et influencerait la capacité du motif & interagir avec la PP1c. Ce mécanisme
a déja été décrit chez certains régulateurs (Bollen et al. 2010 ; Siddoway et al. 2013). La
phénylalanine en position 8 est largement prédominante au tryptophane.

Afin de confirmer la pertinence du criblage, nous nous sommes intéressés a la conser-
vation de ces motifs chez les Plasmodium et plus particuliérement P. berghei. Sur les 55
potentiels partenaires criblés de P. falciparum, 50 ont un homologue chez P. berghei. Parmi
ceux-la, sur les cinq protéines de P. falciparum possédant au moins deux RVxF putatifs,
trois de leurs homologues conservent au moins 'une de ces séquences. Pour les protéines
ayant, au plus, un potentiel RVxF stringent, 18 conservent exactement le méme motif ou
avec des mutations suffisantes (40%) pour maintenir la séquence consensus de Wakula alors
que 27 perdent le motif criblé. La conservation des séquences au cours de I’évolution, peut
étre un signal encourageant sur la véracité de celles-ci & étre un motif RVxF.

De la méme maniére que précédemment, un test d’interaction de type ELISA a été
utilisé dans le but de confirmer la formation des complexes entre les différents candidats
et la PfPP1c, in vitro. L’interaction a été validée pour 16 des 17 protéines recombinantes
produites confirmant que cette approche in silico est une méthode complémentaire et
valable afin d’identifier des partenaires de la PP1c.
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Bilan de l’'interactome de la PfPPl1c

Au total, 186 partenaires putatifs de la PfPP1c ont été révélés. Le taux de recouvrement
entre les différentes approches (FIGURE 1 (Annexes I)) est assez faible et peut s’expliquer
par la complémentarité des méthodes utilisées. Ce fut également le cas lors d’un criblage
par double hybride chez la levure et par immunoprécipitation de différentes isoformes de
la HsPPlc, ot la vaste majorité des protéines détectées étaient de nouveaux partenaires
encore inconnus (Fardilha et al. 2011).

On peut remarquer que sur les 9 protéines identifiées par deux approches différentes, 7
ont pu étre vérifiées par le test d’interaction de type ELISA et 6 d’entre-elles font partie des
13 meilleurs résultats d’interaction (histones exclues). Ces potentiels partenaires sont donc
d’excellents candidats pour étudier leur capacité a se lier avec la PfPP1c, voire a la réguler.
L’analyse de I'interaction de cinq de ces protéines sont ou ont été approfondis au cours de
différentes théses. Il s’agit des protéines Liver Stage Antigen 3 (LSA3, PF3D7 0220000),
PF3D7 0919900, PF3D7 1106800, PF3D7 1202600 et de Gametocyte EXported Protein
15, Pobjet de cette thése. Dans le cas de LSA3 et PF3D7 0919900, elles ont été confirmées
pour interagir avec la PfPPlc et la mutation de leur potentiel RVxF stringent, entrave
fortement l'interaction (FIGURE 2D (Annexes I)). La protéine recombinante de LSA3,
produite en condition non-dénaturante, ne module pas ’activité phosphatase de la PfPP1c
au cours d'un test pNPP (données non présentées). Ce résultat préliminaire indiquerait
que LSA3 n’est pas capable de réguler 'activité de la PfPP1lc, du moins en test pNPP, in
vitro.

Hormis la validation par le test de type ELISA, d’autres éléments viennent confirmer la
liste établie. Tout d’abord, 139 partenaires putatifs ont été identifiés par colonne d’affinité
et double hybride et environ 36% des portions détectées ont, au moins, une séquence suivant
un motif RVxF ou Fxx|RK|x[RK] (TABLE SI et S3 (Annexes I)). Méme si probablement
toutes les séquences ne sont pas de réels motifs d’interaction, on peut supposer qu’une
bonne partie de ces séquences sont impliquées dans la formation d’un complexe avec la
PfPP1c. De plus, d’autres motifs peuvent exister ou existent sur la protéine entiére.

Par ailleurs, 8 protéines sont déja décrites comme interagissant avec la PPlc chez
d’autres organismes (Table S2 (Annexes I)). Dans le cas des quatre régulateurs déja ca-
ractérisés chez P. falciparum, aucun n’a pu étre détecté lors de I'utilisation de ces trois
approches. Cela peut s’expliquer par la faible expression de PfI3, ce qui n’est pas propice
a une détection par affinité et par double hybride chez la levure (Fréville et al. 2012) alors
que les génes sauvages de PfI2 et PILRR1 ne s’expriment pas chez la levure. L’utilisation
d’un géne synthétique, optimisé pour I’expression, a permis la production de PfI2 chez la
levure (Fréville et al. 2013) mais n’a pas fonctionné pour PfLRR1 (données personnelles).
De plus, ces quatre régulateurs ne possédent pas de motif RVxF stringent, expliquant leur
absence lors du criblage in silico.

L’ensemble des partenaires identifiés de la PfPPlc a permis d’établir divers réseaux
déja décrits comme impliquant la phosphatase comme dans la maintenance de ’ADN, la
transcription ou la traduction (FIGURE 41). Un réseau basé sur des protéines impliquées
dans la pathogénicité suggére que la PfPP1c est impliquée dans cette voie. Ces différents
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réseaux confirment les vastes fonctions biologiques de la PP1c chez P. falciparum et pour-
ront servir d’ébauche afin d’identifier les fonctions d’une multitude de protéines encore
inconnues.

B PF

#57_0818900
(HSP70))

PF:

D7_1468300
(RPN2)

PF3D7_0730300
(AP2-L)

PF3D7_1420300

PF3D7_0714200

PF3D7_1023900
(CHD1)

FIGURE 41 - Réseaux d’interaction de la PfPP1. A. Sous-réseau de la transcription et de
la maintenance de ’ADN. B. Sous-réseau de la protéolyse et de la conformation protéique. Les
graphiques montrent les interactions (lignes) entre les partenaires identifiés lors de U'interactome
(cercles blancs) et la PfPP1. Les cercles gris représentent les protéines de connexion basées sur
de précédents résultats (LaCount et al. 2005). Les noms des génes disponibles sur PlasmoDB sont
indiqués entre parenthéses.

Caractérisation moléculaire et fonctionnelle de GEXP15

A partir des données obtenues lors de I’établissement de 'interactome de la PfPPlc,
Gametocyte EXported Protein 15 (GEXP15), a été classée parmi les meilleurs candidats
partenaires de la phosphatase. La caractérisation de la protéine a donc été le second objectif
de cette theése.

Environnement génétique particulier

GEXP15 se situe sur le chromosome 10 chez P. falciparum. Il est intéressant de re-
marquer que le géne situé en aval de GEXP15 (PF3D7_1031600) est 'inhibiteur 3 de la
PfPP1lc (PF3D7_1031700) et que LRR1 (PF3D7_1032800), lui, se situe & moins de 40kb
en aval de GEXP15. De plus, lorsque 'on observe les génes environnants dans une zone
de 120kb, on note, outre GEXP15, I3 et LRR1, la présence de trois autres partenaires
putatifs mis en évidence lors de 'interactome de la PfPPlc (FIGURE 42A). Il s’agit des
génes PF3D7 1029400, PF3D7 1029900 et PF3D7 1032000. Le premier a été identifié
par le criblage in silico et confirmé en test ELISA alors que les deux derniers sont issus du
double hybride chez la levure.

La probabilité que GEXP15 se situe juste a proximité de ces 5 autres régulateurs puta-
tifs ou confirmés, dans cette région de 120kb, n’est que de 0.1% si on émet ’hypothése que
les 5300 génes de P. falciparum sont répartis aléatoirement (loi binomiale). Cependant, il
est fort probable que la disposition des génes n’est pas aléatoire. Dans le génome humain, il
apparait que la distance, 'orientation des génes peut avoir une influence sur leur régulation
(Gherman et al. 2009).
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FIGURE 42 - Environnement génétique de PfGEXP15. A. Représentation du chromosome
10 de P. falciparum 120kb autour de PfGEXP15 (en orange). Les régulateurs 13 et LRR1 sont
encadrés en vert et en noir respectivement. Les potentiels partenaires de la PfPP1c issus de son in-
teractome, PF3D7 1029400, PF3D7 1029900 et PF3D7 1032000 sont encadrés en marron, rouge
et bleu respectivement. B. Transcriptomes des 6 génes d’intérét au cours de 7 stades de P. falci-
parum. Les différents génes sont représentés selon la méme couleur et le méme ordre que ci-dessus.
Les couleurs clairs correspondent aux stades asexuels sanguins (anneau, trophozoite jeune, tropho-
zoite Agé et schizonte respectivement) et les couleurs foncés représentent les stades gamétocyte 11,
gamétocyte V et ookinéte respectivement. Les données sont issues de (Lopez-Barragan et al. 2011).

Il a été estimé qu’une corégulation des génes voisins est possible & une distance maxi-
male d’environ 100kb pour 'Homme (Gherman et al. 2009), la levure et A. thaliana (Mi-
chalak 2008). Dans le cas de nos 6 génes d’intérét, la transcription est accrue principalement
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durant la gamétogenése et le stade ookinéte pour 4 de ces 6 génes (FIGURE 42B) (Lopez-
Barragan et al. 2011). PF3D7_ 1029900 semble étre transcrit a la fois au cours des stades
asexuels agés et des gamétocytes stade V et ookinéte. La transcription de GEXP15 semble
étre maximale en trophozoites mais on sait que la protéine est accumulée majoritairement
en gamétocytes jeunes. Le transcriptome de ces potentiels partenaires semble donc indi-
quer une tendance a une expression majoritaire lors de la gamétogenése. On peut supposer
qu’une co-régulation des partenaires de la PfPPlc a lieu ou que du moins, ceux-ci sont
concentrés dans le génome afin de faciliter le controle de leur expression. Ce regroupement
en cluster a déja été proposé pour des génes sur-exprimés dans les cas de malaria cérébrale
et se situant sur les chromosomes 7 et 9 (Almelli et al. 2014).

GEXP15 au cours de 1’évolution

L’un de nos principaux critéres de sélection de GEXP15 parmi les partenaires de la
PfPP1c identifiés, est que c’est une protéine spécifique de Plasmodium. La recherche d’ho-
mologue n’a pas permis d’obtenir le moindre résultat satisfaisant méme au sein des api-
complexes. La faible complexité de PFGEXP15 pourrait expliquer la difficulté a détecter un
homologue. Cependant, PbGEXP15 donne des résultats similaires. On peut donc supposer
que GEXP15 est bien une protéine spécifique des Plasmodium.

Il est intéressant de noter que PEGEXP15 et PbGEXP15 présente des régions a faible
complexité composées de séquences répétées (FIGURE 27). Il est probable que ces motifs
ne soient pas indispensables & la fonction de la protéine ou a la survie parasitaire puisqu’au
cours des différents clonages de PFGEXP15 et PbGEXP15, il est apparu que ces séquences
pouvaient étre délétées au sein du génome (FIGURE 43). En effet, lors du clonage de la
région 3’ de PbGEXP15 afin d’ajouter un tag mCherry, une portion de 38 acides ami-
nés n’a pas pu étre amplifiée et ce probablement par délétion au sein du génome de P.
berghei. Cependant, on ne peut considérer que I'annotation de PlasmoDB est incorrecte
puisque cette méme région a pu étre amplifiée lors du clonage de PbGEXP15 4_599 pour
la production sous forme de protéine recombinante.

Par ailleurs, il est intéressant de souligner que les différentes constructions des copies
complétes de PIGEXP15 et PbGEXP15, pour I'utilisation chez la levure ou la production
de protéine recombinante, se sont avérées complexes. En effet, dans le cas de PbGEXP15
4—g29 et PbGEXP15 4590, ’amorce reverse a été positionnée juste en amont du codon stop.
Cependant, aucun des clones obtenus n’a montré au cours du séquengage, une identité de
100% avec la séquence prédite dans PlasmoDB. Le plus souvent un décalage du cadre de
lecture était détecté dans des régions riches en adénine, propices & une perte de fidélité de
la polymérase.

Expression de GEXP15

GEXP15 a été classée parmi une famille de protéines détectées comme étant surex-
primées ou exprimées uniquement dans les gamétocytes jeunes de P. falciparum. Notre
analyse a démontré que PIGEXP15 n’est pas exprimée qu’aux stades I/II de la gaméto-
genése mais qu’elle est plus abondante & ces stades. Différentes analyses protéiques ont
détecté PIGEXP15 chez les sporozoites présents dans les glandes salivaires du moustique
(Lindner et al. 2013) et chez les anneaux (Oechring et al. 2012). Une expression basale
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FIGURE 43 — Délétion de régions répétées chez GEXP15 de P. berghei. Les régions
protéiques de PbGEXP15, clonées dans les vecteurs mCherry (PbGEXP15 213 ¢56) et pETDuet-1
(PbGEXP15 4_590), ont été alignés avec la protéine PbGEXP15 de PlasmoDB. La région répétée
et délétée est entourée en orange. L’alignement protéique a été réalisé par BioEdit et ClustalW.

tout au long du cycle parasitaire peut donc étre envisagée avec un pic au début de la
gamétogenese.

Cependant, différentes analyses transcriptomiques ont montré que les transcrits de Pif-
GEXP15 sont plus abondants au stade trophozoite (Lopez-Barragén et al. 2011 ; Siegel et
al. 2014). Des phénomeénes de régulation (post-)transcriptionnelle et (post-)traductionnelle
sont donc envisageables. Tout d’abord, le facteur de transcription AP2-G est décrit comme
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indispensable a la formation des gamétocytes (Kafsack et al. 2014 ; Sinha et al. 2014). 11 se
fixerait sur ’ADN au niveau d’un double motif GXGTAC et GTACxC (Sinha et al. 2014)
en moyenne a 2kb du codon start. Pour GEXP15, ce motif est absent chez P. falciparum et
détectable deux fois chez P. berghei. Une régulation par le facteur de transcription maitre
de la gamétogenese n’est donc pas totalement & exclure méme si des mutants knock-out
de AP2-G ne montrent aucune modulation significative dans le nombre de transcrits de
GEXP15 (Sinha et al. 2014). Par ailleurs, I’absence de transcription antisens indiquerait
que des ARN antisens non codants ne sont pas impliqués dans la régulation de I’expression
de PIGEXP15 aux stades asexuels sanguins (Siegel et al. 2014).

La faible expression de GEXP15 détectable au stade schizonte de P. falciparum et P.
berghei, a été un frein dans ’analyse et la validation des différents mutants obtenus par
génétique inverse. De plus, PFGEXP15 et PbGEXP15 montrent une migration anormale
par SDS-PAGE et cela malgré un point isoélectrique autour de 4.5. Ce différentiel ne
peut étre imputable & la détection d’une autre protéine parasitaire par I'antisérum. En
effet, la protéine recombinante utilisée, PbGEXP15 4175, ne présente pas une homologie
suffisante avec une autre protéine de P. falciparum ou P. berghei, pour engendrer une
cross-réactivité de I'antisérum. La migration anormale pourrait étre due a la présence des
sites de phosphorylation détectés sur PEGEXP15, sur six sérines et une tyrosine au stade
schizonte (PlasmoDB 2017). Cependant, méme si on peut imaginer que d’autres sites de
phosphorylation existent sur la protéine au méme stade ou & d’autres, ils ne peuvent
pas complétement expliquer la différence de taille observée. D’autres modifications post-
traductionnelles pourraient s’ajouter et créer ce différentiel. Néanmoins, I’hypothése la plus
probable, mais qui n’exclut pas la précédente, est la fixation du SDS qui peut fortement
fluctuer selon la structure protéique et faire varier la migration de GEXP15 (Rath et al.
2009). En revanche, 'éventualité que ’ORF soit mal annoté est peu probable puisqu’il a été
confirmé par différentes analyses transcriptomiques (PlasmoDB 2017) et que des codons
stop apparaissent fréquemment, quel que soit le cadre de lecture, en amont et en aval de

I'ORF prédit.

Complexe GEXP15-PfPP1c dans le modéle de la levure

L’interaction GEXP15-PfPP1c, préalablement détectée au cours de I'identification des
partenaires de la phosphatase, a été confirmée par la suite en double hybride chez la le-
vure. Les portions N-terminales PEGEXP15 g 130 et PbGEXP15 4_17g se lient & la PfPP1c
tout comme la protéine compléte PbGEXP15 4_go9. L’amplification du géne complet de
PfGEXP15 a été tentée mais les nombreuses régions répétées en adénine ont été problé-
matiques lors de la vérification du cadre de lecture.

L’utilisation de deux mutants, PbGEXP15 4_178 kkkkkaqa et PfPP1lc F255A F256A,
a permis de mettre en évidence 'implication du motif RVXF dans la formation du complexe.
La conservation d’une faible interaction entre les différentes GEXP15 et PfPP1lc F255A
F256A démontre que la mutation des deux phénylalanines entrave fortement I'interaction.
L’analyse de différents mutants pour d’autres acides aminés a la place ou en supplément,
aurait pu permettre d’affiner le mécanisme d’interaction du RVxF de GEXP15 avec le
sillon hydrophobe de la PfPP1lc.

Par ailleurs, ’expression des différentes protéines de GEXP15, produites chez la levure,
a été vérifiée par western-blot. Cependant, seules PIGEXP15 g_1892 et PbGEXP15 4_178 ont

page 105



Discussion

pu étre détectées aprés plusieurs essais. Deux raisons peuvent étre avancées pour expliquer
ces résultats, la difficulté a extraire et vérifier I'expression des protéines de Plasmodium
ainsi que la faible expression des différentes constructions de GEXP15, qui est observable
quel que soit le modéle ou 'approche utilisés. Une expérience d’immunoprécipitation des
protéines est envisageable ainsi que la détection des transcrits par RT-PCR.

Production des protéines recombinantes et GST pull-down

Dans le but de vérifier si I'interaction entre GEXP15 et la PfPP1c est directe, in vitro,
différentes protéines recombinantes ont été produites en bactéries. Lors de I'optimisation
de la production et purification de la protéine recombinante PFGEXP15 g_1g9, différentes
méthodes ont été testées. La purification en conditions dénaturantes a montré le meilleur
rendement, ce qui est probablement di a l'agrégation de la protéine recombinante et a la
formation de corps d’inclusion dans les bactéries. En plus de sa faible expression, il s’est
avéré que PIGEXP15 g_1g9 est détectable & la fois sous forme monomérique et dimérique
(FIGURE 31A). Une production en présence de 12mM de DTT a été testée et a montré
une légére hausse de la concentration du monomére. Cependant, la faible variation est
telle que par la suite la production a été réalisée sans DT'T. Afin de palier & ses différents
problémes, un géne synthétique de PfGEXP15 g_1g9, optimisé pour la production en F.
coli, a été utilisé. Celui-ci n’a montré aucune amélioration dans la concentration protéique
ou la formation de dimére. Ce résultat montre que la complexité du géne de PIGEXP15
n’est pas le seul paramétre engendrant cette faible expression protéique. Une toxicité de la
protéine est envisageable, ce qui est en adéquation avec la difficulté a détecter la protéine
chez la levure.

Dans le cas des différentes protéines recombinantes de PbGEXP15, les mémes condi-
tions de production et purification ont été utilisées. Les concentrations protéiques sont sem-
blables a celle de la PFGEXP15 g_1g2, de l'ordre de 100 & 200 ng pL.—!, mais n’engendrent
pas de dimérisation. Afin d’améliorer la concentration protéique, le tag 6-Histidines a été
placé en C-terminal au lieu du N-terminal, mais cela n’a pas eu d’effet notable tout comme
l'utilisation d’un tag GST.

L’ensemble de ces protéines recombinantes a été utilisé par GST pull-down et a permis
de démontrer que l'interaction entre GEXP15 et la PfPPlc est une interaction directe
in vitro. La détection des diméres de PFGEXP15 g_152 aprés le pull-down suggére que la
formation d’un homodimére n’entrave pas la liaison avec la phosphatase.

Implication du motif RVxF de GEXP15

L’interaction entre GEXP15 et la PfPPlc a été démontrée comme étant RVxEF-
dépendante dans le modéle de la levure et par GST pull-down. En effet, la mutation de la
séquence KKKKKVQF de GEXP15 a été confirmée comme étant un motif RVxF stringent
dont la mutation entrave totalement la formation du complexe. Il aurait été intéressant
d’obtenir par mutagenése dirigée, différents mutants du motif et d’analyser 'importance
de chaque lysine en amont sur 'affinité entre GEXP15 et la PfPPlc, et également sur la
régulation de 'activité phosphatase. L’expérience similaire aurait pu étre entreprise sur la
glutamine située entre la valine et la phénylalanine. Le remplacement de cet acide aminé
par un l'un des résidus majoritaires de la séquence consensus du motif RVxF de P. falci-
parum, telles que la sérine ou la thréonine, aurait pu montrer un impact sur 'interaction
et/ou la régulation de la PfPPlc (FIGURE 40).
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La phosphorylation sur le motif RVxF ou autour, est décrite comme pouvant moduler
I'interaction entre la PP1lc et son partenaire (Bollen et al. 2010; Siddoway et al. 2013).
Dans le cas de PfGEXP15, la prédiction des sites de phosphorylation (NetPhos 3.1) in-
dique que la sérine, qui se situe juste en aval de la phénylalanine du motif RVxF, n’est
potentiellement pas un site phosphorylable puisqu’elle obtient un score de 0.499. Cepen-
dant, I'outil de prédiction considére un résidu comme phosphorylable & partir d’'un score de
0.5. Au vu du faible écart dans la prédiction, I’exploration de la phosphorylation de cette
sérine pourrait peut étre permettre de mettre en évidence un phénomeéne de régulation.
En effet, étant donné que la protéine recombinante se lie et active la PfPP1c, il est envisa-
geable qu'une phosphorylation ou un phosphomime inhibe la liaison et/ou I'activation de
I’activité phosphatase. Méme si les résultats de NetPhos 3.1 ne sont que des prédictions et
nécessitent une confirmation in vivo, sur les 7 sites de phosphorylation déja identifiés chez
PfGEXP15, 1 seul n’est pas prédit par 'outil.

Enfin, 'analyse in silico de la structure de GEXP15 a prédit que la protéine était
globalement désordonnée (IUPred) comme une grande partie des régulateurs de la PPlc
(Bollen et al. 2010). En effet, la protéine est composée a 54% d’asparagines, de lysines,
d’acides aspartiques et glutamiques, des acides aminées défavorisant, ou du moins ne fa-
vorisant pas, la formation d’une structure tertiaire stable (Y. Zhang et al. 2007). Cette
désorganisation facilite 'interaction avec la PP1c mais aussi avec d’autres partenaires, no-
tamment si I’environnement autour du motif d’interaction n’est pas organisé, comme c’est
le cas avec le motif RVxF de PfGEXP15. En revanche, PbGEXP15 est prédite comme étant
plus structurée, ce qui est probablement dii a la plus grande complexité de la protéine. La
réalisation d’un cristal permettrait de mieux comprendre la structure 3D de GEXP15 et
d’apporter des éclaircissements sur son interaction avec la PfPP1c dans le cas d’un cristal
de I’hétérodimeére.

Régulation de ’activité de la PfPP1c par GEXP15

L’implication d’un motif RVxF dans l'interaction avec la PP1lc suggére que GEXP15
pourrait réguler 'activité de la phosphatase. Ceci-ci a été confirmé, in vitro, par I'utilisation
du test pNPP, qui a montré une augmentation de 'activité de la PfPP1c en présence des
différentes protéines recombinantes de GEXP15. On peut noter que le fragment PbGEXP15
4—178 mime parfaitement ’action de la protéine presque compléte, PbGEXP15 4590, indi-
quant que la portion N-terminale est prépondérante dans cette régulation. Cependant, une
validation de cette régulation chez le parasite n’est pas d’actualité par manque d’outils. De
plus, le complexe GEXP15-PP1c joue probablement un réle dans la déphosphorylation de
certains substrats spécifiques. Une identification de ces substrats serait déja une avancée
dans le but de confirmer le role d’activateur de GEXP15. Dans I'éventualité que les pa-
rasites knock-out de PbGEXP15 soient viables, la comparaison entre le phosphoprotéome
des parasites sauvages et des mutants, pourrait permettre d’identifier ces substrats.

Co-localisation et interaction de PbGEXP15 avec la PbPP1c chez le parasite

PfGEXP15 a été prédite comme étant une protéine exportée (Silvestrini et al. 2010).
Nos résultats sur la localisation de PIGEXP15 et PbGEXP15 indiquent que la protéine est
nucléo-cytoplasmique. Ces observations confirment les données précédemment obtenues sur
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des extraits nucléaires de stades anneaux et cytoplasmiques de schizontes, ot PIGEXP15
a pu étre détectée (Oehring et al. 2012). Dans le cas de PbPPlc, sa localisation nucléo-
cytoplasmique, valide le précédent fractionnement subcellulaire réalisé chez P. falciparum
et qui a permis de détecter PfPP1c a la fois dans le noyau et le cytoplasme (Daher et al.
2006).

La co-localisation entre les deux protéines d’intérét, nous a permis de réaliser une expé-
rience d’immunoprécipitation qui a confirmé la présence du complexe PbGEXP15-PbPP1c
chez le parasite. Cette interaction a été également validée par analyse en spectrométrie de
masse aprés 'immunoprécipitation de HA-PbPP1c (données non présentées).

Roéle de GEXP15

Avant cette thése, GEXP15 était une protéine parasitaire dont la fonction chez le pa-
rasite restait encore inconnue. Ce travail a permis de démontrer que la protéine interagit
avec la PP1lc de Plasmodium et pourrait réguler positivement son activité phosphatase.
Afin d’identifier les cibles du complexe et les éventuels partenaires de GEXP15, une im-
munoprécipitation de HA-PbGEXP15 doit étre effectuée, suivie d’une identification par
spectrométrie de masse. Elle permettra ainsi de conjecturer sur la ou les fonctions biolo-
giques de GEXP15 en fonction des partenaires détectées. De plus, une étude sur l'inter-
actome global de P. falciparum a été réalisée en double hybride chez la levure, avec une
banque d’ADNc¢ de P. falciparum criblée sur une banque similaire (LaCount et al. 2005).
Un partenaire potentiel de PEGEXP15 a été identifié comme étant PF3D7 1214500, une
protéine gamétocytaire dont la fonction est inconnue. L’analyse de l'interactome de cette
derniére, montre qu’elle pourrait se lier & 3 autres protéines en dehors de GEXP15, dont
I'une d’entre elles (PF3D7_1227700) a été détectée au cours du double hybride chez la
levure lors de 'interactome de la PfPP1c (Hollin et al. 2016). Une vérification de l'interac-
tion et de la formation du complexe entre ces différentes protéines permettrait de valider
les données observées et de présager sur la fonction de GEXP15 chez le parasite.

Une analyse in silico des potentiels domaines de GEXP15 a été réalisée et a mis en
évidence deux types de domaines. Tout d’abord, d’aprés PlasmoDB, PfGEXP15 pour-
rait posséder un domaine GYF (IPR003169). Cependant la séquence consensus n’est pas
identifiable chez PEGEXP15. De plus, ce domaine semble étre davantage impliqué dans la
structure protéique plutét que dans une fonction précise (Interpro). Le second domaine,
identifié par NCBI’s conserved domain database, se situerait entre les acides aminés 450
et 650 de PfGEXP15. 1l s’agirait d’'un domaine MAEBL (PTZ00121) qui tire son nom
de la protéine éponyme, qui interagirait avec I'érythrocyte (Kappe et al. 1998) ou les cel-
lules des glandes salivaires du moustique (Matuschewski 2006). Cette protéine est décrite
comme étant présente dans les micronémes, ce qui est en adéquation avec sa fonction.
Dans le cas de GEXP15, sa localisation nucléo-cytoplasmique et son absence de domaine
transmembranaire ne suggéreraient pas une implication dans l'interaction avec des cellules
de I'hote. Cependant, 'utilisation de sérums de rats infectés par P. berghei montre une
reconnaissance des protéines recombinantes de PEGEXP15 (FIGURE 44A) et PbGEXP15
(FIGURE 44B). On peut alors supposer que le systéme immunitaire de ces rats, a produit
des anticorps dirigés contre PbGEXP15. Les antisérums sont alors capables de reconnaitre
la protéine recombinante mais aussi celle de son orthologue de P. falciparum, qui présente
une certaine homologie. Deux hypothéses peuvent étre émises sur la détection de GEXP15.
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Soit la protéine est exportée ou accessible, ce qui est contradictoire aux expériences de lo-
calisation, soit la libération du contenu parasitaire, permettrait une reconnaissance par le
systéme immunitaire de ['hote.
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FIGURE 44 — Reconnaissance des protéines recombinantes de GEXP15 par des sérums
de rats infectés par P. berghei. A. PfGEXP15 g_150 a été mise en présence d’un pool de
sérums de trois rats sains (blanc) et de trois sérums de rats infectés par P. berghei (gris clair, gris
sombre et noir) a différentes dilutions (1:800, 1:400 et 1:100). B. PbGEXP15 4175 a été utilisée
avec les mémes sérums et dilutions. Les sérums des rats ont été collectés 5 semaines post-infection.
Ces résultats préliminaires sont issus d’une expérience réalisée en duplicate (moyenne 4+ SD).

L’analyse des partenaires, des domaines et de la localisation de GEXP15 n’a pas permis
de prédire sur son réle biologique. Des expériences de knock-out et knock-down conditionnel
ont donc été réalisées afin de vérifier 'essentialité et la fonction de GEXP15 chez le parasite.

Dans le cas de PbGEXP15, la délétion du géne a entrainé une chute de la parasitémie,
chez des souris infectées par les mutants de P. berghei, & partir de 15 jours post-infection.
On peut estimer que PbGEXP15 est essentielle & un moment donné, une fois que le cycle
parasitaire a débuté. Par exemple, il est envisageable que la délétion de PbGEXP15 favorise
une réponse immunitaire de I’hote. Le délai avant la chute de la parasitémie correspondrait
au temps de mise en place de la réponse immune. L’analyse de la gamétocytémie tend a
montrer, avant la chute de la parasitémie, une diminution du nombre de gamétocytes
par rapport a la souche non modifiée (données non présentées). Cependant, un impact
unique sur la gamétogenése ne peut expliquer ce résultat qui influence aussi le cycle asexuel
sanguin. Cette expérience nécessite une confirmation sur une souche mutante clonée, ce
qui n’était pas le cas lors de cette premiére expérience méme si la détection par PCR du
géne endogéne de PbGEXP15 est sous le seuil de détection (FIGURE 38).

La répétition des expériences permettra également de vérifier si la délétion de Pb-
GEXP15 a un impact sur la différenciation des sexes des gamétocytes. Toutefois, une
analyse transcriptomique a montré qu’aucune différence significative n’était observée dans
la transcription de PEGEXP15 entre les gamétocytes méles et femelles de P. falciparum
(rapport 1:1.2) (Lasonder et al. 2016). On pourrait donc supposer que GEXP15 n’influence
pas la différenciation sexuelle des gamétocytes méme si une régulation traductionnelle est
possible. Parmi les 22 P. falciparum Gametocyte EXported Proteins décrites (Silvestrini
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et al. 2010), 13 PfGEXPs, en plus de PfGEXP15, ont été détectées. Trois d’entre elles,
PfGEXP13, -19 et -22, ne semblent pas étre enrichies dans un sexe particulier alors que
pour PfGEXP02, -04, -08, -12, -17, -18 et -21, les transcrits sont surexprimés chez le méale
a l'inverse de PIGEXPO03, -05 et 10 qui le sont chez la femelle (Lasonder et al. 2016). La
détection d'une grande majorité des PfGEXPs semble confirmer leur implication dans la
gamétogenése et notamment chez le méle pour une certaine partie d’entre elles.

Le knock-out chez P. falciparum 3D7 pourra également confirmer, aprés clonage, si la
délétion de PEFGEXP15 a un impact sur les stades asexuels. L’essentialité de PIGEXP15 sera
également observée dans la souche NF54. Cependant, la délétion du géne a été confirmée
21 semaines post-transfection dans le cas de 3D7. Ce délai, s’il est similaire chez NF54, sera
un frein dans l'obtention de gamétocytes chez des parasites restés longtemps en culture.
L’utilisation du systéme CRISPR-Cas9 a été envisagée afin d’assurer une délétion efficace
et rapide de pfgezp15 (Ghorbal et al. 2014). Toutefois, une optimisation de ce systéme au
sein du laboratoire est nécessaire avant d’entreprendre les expériences sur PFGEXP15.

Le systéme de knock-down conditionnel TRAD4-TetO7 a été utilisé dans le cas de
PbGEXP15. Aprés une premiére tentative, confirmée par génotypage et western-blot, la
construction s’est montrée instable, ce qui viendrait soutenir ’essentialité observée avec
le knock-out de PbGEXP15. Une seconde tentative a été effectuée et est stable pour le
moment. Cependant, I'induction par I’ATc ne s’est pas montrée efficace dans différentes
constructions testées au laboratoire. Ainsi, des essais sur la répression de la transcription de
TRAD4-HA-PbGEXP15 n’ont pas été menés. Néanmoins, une équipe a utilisé ce systéme
afin d’étudier le role du complexe Plasmodium Translocon of EXported proteins (PTEX)
dans l'export des protéines. Les protéines HSP101 (Elsworth et al. 2014), PTEX88 (Chi-
sholm et al. 2016) et RhopH2 (Counihan et al. 2017), trois composantes du PTEX, ont
montré une diminution significative de leur expression en présence d’ATc. On peut donc
supposer que ce systéme est géne-dépendant.

L’exploitation d’un deuxiéme systéme de knock-down inductible, par dégradation de
PbGEXP15 en présence d’auxine, va permettre de compléter les résultats obtenus avec le
systéme TRAD4 et le knock-out.

Ce travail sur GEXP15 a permis de confirmer son interaction avec la PPlc in wvi-
tro et chez le parasite. La formation de ce complexe est dépendante du motif RVxF de
GEXP15 dont I'analyse de différents mutants permettrait d’approfondir la compréhension
du mécanisme d’interaction entre le motif et le sillon hydrophobe de la PP1lc. Le systéme
CRISPR-Cas9 pourrait étre utilisée afin d’éditer le génome de P. falciparum et d’obtenir
des mutants pour le motif RVxF de PIGEXP15. La survie de ces parasites serait vérifiée et
la réalisation d’un phosphoprotéome montrerait d’éventuelles modifications induites par la
perte du complexe PIGEXP15-PfPP1lc. L’essentialité de GEXP15 pour le cycle de vie du
parasite Plasmodium sera & démontrer par les différentes expériences de knock-out ou de
knock-down inductible en vue d’obtenir une excellente piste pour une cible thérapeutique.
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Abstract

Background: Protein Phosphatase 1 (PP1) is an enzyme essential to cell viability in the malaria parasite Plasmodium
falciparum (Pf). The activity of PP1 is regulated by the binding of regulatory subunits, of which there are up to 200
in humans, but only 3 have been so far reported for the parasite. To better understand the P. falciparum PP1
(PfPP1) regulatory network, we here report the use of three strategies to characterize the PfPP1 interactome:
co-affinity purified proteins identified by mass spectrometry, yeast two-hybrid (Y2H) screening and in silico

analysis of the P. falciparum predicted proteome.

Results: Co-affinity purification followed by MS analysis identified 6 PfPP1 interacting proteins (Pips) of which 3
contained the RVxF consensus binding, 2 with a Fxx[RK]x[RK] motif, also shown to be a PP1 binding motif and
one with both binding motifs. The Y2H screens identified 134 proteins of which 30 present the RVxF binding
motif and 20 have the Fxx[RKIx[RK] binding motif. The in silico screen of the Pf predicted proteome using a consensus

RVxF motif as template revealed the presence of 55 potential Pips. As further demonstration, 35 candidate proteins
were validated as PfPP1 interacting proteins in an ELISA-based assay.

Conclusions: To the best of our knowledge, this is the first study on PfPP1 interactome. The data reports several
conserved PP1 interacting proteins as well as a high number of specific interactors to PfPP1. Their analysis indicates a
high diversity of biological functions for PP1 in Plasmodium. Based on the present data and on an earlier study of the
Pf interactome, a potential implication of Pips in protein folding/proteolysis, transcription and pathogenicity networks is
proposed. The present work provides a starting point for further studies on the structural basis of these interactions

and their functions in P. falciparum.

Keywords: Plasmodium, PP1, Interactome, RVxF motif

Background

Malaria continues to be a major health problem and a
leading cause of child mortality of the inter-tropical
regions despite extensive research efforts. The present
situation is also increasingly complicated by the emer-
gence of parasite resistance to multiple drugs much more
rapidly than the development of novel anti-malarials. A
major obstacle in devising new control tools is our lim-
ited knowledge of basic parasite biology and the paucity
of identified potential intervention targets. Plasmodium
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species are obligate intracellular protozoan parasites
that undergo a number of developmental stages in the
vertebrate host and the invertebrate vector. During the
last decade, several studies strongly indicated that pro-
tein phosphorylation and dephosphorylation processes,
governed by kinases and phosphatases respectively, play
a central and essential role in Plasmodium cell cycle
and developmental regulation [1, 2].

In Plasmodium falciparum (Pf), the most deadly api-
complexan parasite, efforts have begun for an examination
of the biological roles of protein kinases and phosphatases
and their potential as drug targets. In this context, bio-
chemical and cloning studies have reported enzymatic
activities and the genes of catalytic subunits related to
plasmodial phosphatases. These include PfPP1c, PfPP2A,

© 2016 Hollin et al. Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
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PfPP2B and PfPP2C, which have been shown to be highly
conserved during evolution, suggesting an essential role
for these enzymes [3-5]. With respect to the Pf Protein
Phosphatase type 1 catalytic subunit or PfPP1c, it cannot
be considered per se as a suitable drug target (>80 % iden-
tity with human and yeast PP1 or GLC?7). Indeed, comple-
mentation studies showed that PfPP1 was able to rescue
yeast mutated in PP1 [6]. In P. falciparum functional stud-
ies suggested that its activity predominates over the other
phosphatases in blood parasites [7]. Finally, phenotypic
PfPP1 gene knockdown and the use of phosphatase inhibi-
tors indicated that it seems to be essential for parasite
asexual development in erythrocytes [2, 4]. At this stage, it
is important to note that free PP1c seems to be toxic for
the cell [8] but a considerable number of proteins interact-
ing with PPlc have been reported that direct the
localization, specificity and the level of its activity in yeast
and higher eukaryotic cells [9]. Indeed, about 200 proteins
have been shown to physiologically interact with PPlc,
constituting a ‘PP1c platform’ that provides a framework
offering diverse functions to this enzyme in cell division,
transcription and apoptosis for instance [10]. Structural
and functional studies revealed that the interaction of reg-
ulators with PP1 involved several binding sites, including
mainly the so-called RVxF and SILK muotifs [8, 11]. The
most studied binding motif is the RVxF for which it has
been established a first short consensus sequence as
[RK]xo_1[VI{P}[FW] where x could be any amino acid and
{P} any amino acid except P [12].

The importance of these proteins in the regulation of
PP1 activity in vitro and in vivo prompted us to identify
the regulators of PfPP1c and to address their functions.
Our initial focus based on the completion of the Pf
genome and the delineation of known PP1 regulators
has revealed the existence of four conserved regulators.
So far, three gene products, Pf Leucine Rich Repeat 1
(PfLRR1), Pf Inhibitor 2 (PfI2) and Pf Inhibitor 3 (PfI3)
have been thoroughly explored to define their functions
in this parasite. Biochemical and structure-activity rela-
tionship studies demonstrated that these regulators
indeed bind to PfPP1. In these studies, we showed that
P. falciparum PP1 is submitted to a control of its activ-
ity by PfLRR1 (a homolog of yeast SDS22), Inhibitor-2
(PfI2) and -3 (PfI3) with substantial differences com-
pared to the human orthologs for Inhibitor 2 and 3
[13-18]. PfI2 exhibits an inhibitory role on PfPP1 activ-
ity, the short RVxF binding motif, not present in human
12, a secondary Fxx[RK]x[RK] binding motif and a pep-
tide sequence 30 % shorter than its human homolog.
PfI3, although it contains the RVxF consensus motif,
does not seem to be an inhibitor but rather an activator
of PfPP1 in vitro and is unable to complement 13 defi-
cient yeast, suggesting a specific role for PfI3 on PfPP1.
In P. falciparum, our reverse genetic analyses suggest that
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PfI2 as well as PfI3 are essential for parasite growth. Fur-
ther, NMR analysis showed that the main domain of PfI3
binding to PfPP1 is within residues P**-W*°, The muta-
tion of the RVxF motifs in both proteins significantly
affects the binding to PP1. Finally, peptides derived from
these binding motifs have been shown to inhibit P. falcip-
arum growth in vitro [17, 18].

These observations underscore the importance of PP1
regulators and promote an increased interest to identify
P. falciparum PP1 interacting proteins (Pips). In the
present work, biochemical approaches, yeast two-hybrid
screens and in silico analysis were used to define the
Pips that are the starting point to elucidate PP1 inter-
action networks in P. falciparum and to provide new
pathways for further studies to reveal potential targets
for specific pharmacological intervention.

Results and discussion

Identification of Pips by affinity/Mass Spectrometry

In order to identify Pips expressed by P. falciparum,
affinity purification on PfPP1 followed by mass spec-
trometry was carried out. In this approach, soluble
extracts from blood stage parasites cleared as described
in Materials and Methods were incubated with PfPP1
covalently bound to sepharose beads. The eluate was
separated by SDS-PAGE and the proteins detected by
coomassie blue staining were identified by MS-MS. As
shown in Table 1, only 6 P. falciparum proteins were
clearly identified based on the number of peptides ana-
lysed and the corresponding mascot scores for each
protein (Additional file 1: Table S1). The identified pro-
teins, Ornithine aminotransferase, GAPDH and Phos-
phoethanolamine N-methyltransferase contained the
motifs KTVKF, KLVSW and RIIF respectively, which
comply with the RVxF consensus sequence, while
PfHSP90 and Pf disulfide isomerase have only one pu-
tative Fxx[RK]x[RK] motif (FENRKK and FNKKNK
respectively). Sequence analyses of PfHSP70 showed 2
potential binding motifs RLVNF and FKRKNR which
correspond to RVxF and Fxx[RK]x[RK] motifs respect-
ively, supporting a direct interaction. However, it could
not be excluded that this interaction may be related to
the chaperone functions of HSPs. Hence, it would be
necessary to further dissect the role of HSPs on the
function of PP1. Previous studies reported that PP1 in-
teracts with murine and human HSP70 [19, 20] which
are in agreement with the above data. Further, amino
acid sequence analysis of PfHSP70 showed 70 % identity
with mouse and human HSP70 and 2 potential binding
motifs, however only the binding motif Fxx[RK]x[RK] is
present in the latter (Additional file 2: Table S2). Overall,
the above approach led to the detection of a low number
of direct or indirect Pips when compared to the high
number of reported regulators/substrates of PP1c in other
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Table 1 Pips identified by affinity chromatography/mass spectrometry
Band® PlasmoDB Name® Motifs

Accession number® (Position a.a)®
1 PF3D7_0708400 heat shock protein 90 (HSP90) FENRKK (371-376)
2 PF3D7_0818900 heat shock protein 70 (HSP70) RLVNF (248-252)

FKRKNR (257-262)

3 PF3D7_0827900 protein disulfide isomerase (PDI8) FNKKNK (112-117)
4 PF3D7_0608800 ornithine aminotransferase (OAT) KTVKF (405-409)
5 PF3D7_1462800 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) KLVSW (312-316)
6 PF3D7_1343000 phosphoethanolamine N-methyltransferase (PMT) KIIF (103-106)

*Number of stained bands on SDS-PAGE

PAnnotations available on PlasmoDB database (v24)

“The identified proteins were detected in 2 independent proteins extracts
dSequences complying with consensus of RVxF and Fxx[RKIx[RK] were indicated

species. The low recovery by the affinity/mass spectrom-
etry analysis could be attributed to several factors includ-
ing the presence of very few free Pips in parasite extracts,
their low solubility in buffers suitable for affinity column
and/or the competition between Pips.

Yeast two hybrid screening of a Pf cDNA library

To further detect additional Pips in P. falciparum, a
c¢DNA library was screened in a yeast two hybrid (Y2H)
system using full-length PfPPlc as bait and clones
growing on high stringency selection media to reduce
the number of false positive clones. Five independent
screens yielded 189 clones from a total of 3.3 x 10°
clones screened. After sequencing, all clones showed
open reading frames encoding Pf genes with 53 clones
in frame with GAL4AD and 136 clones out of frame.
Amino acid sequence comparison revealed that 8 pro-
teins in frame with GAL4AD were also found among
the out-of-frame clones. These data are in agreement
with an earlier observation indicating that out-of-frame
proteins could be considered as valid interactors in
Y2H screening [21] and with recent results suggesting
that translational frameshift could be means for yeast
to reduce the level of expression of exogenous proteins
in order to grow on selective media. Indeed, this was
observed with DHFR where most of isolated clones
were not in frame with GAL4AD. In addition, this work
showed that a reduction of growth rate of yeast was ob-
served when the screening was carried out with DHFR
fused in frame with GAL4AD [22]. Consequently, the
GAL4AD in frame and out-of-frame clones were in-
cluded in our analysis. In total, sequences identified
from 189 clones represented 134 different proteins (Table 2)
of which 27 were obtained more than once with 10 clones
for PF3D7_1202600 and 9 clones for PF3D7_0919900
(Additional file 3: Table S3). Analysis of the sequences re-
vealed that HSP70 (PF3D7_0818900) was isolated by Y2H
screens, reinforcing the idea of its interaction with PfPP1

that we observed using parasite extracts and a PfPP1 af-
finity column. This supports the interaction of HSP70
with PP1 and suggests that besides its chaperone func-
tion it may control PP1 activity and/or regulate its
binding with other partners. The Y2H screens also
identified the gene PF3D7_1020900 as a Pip. Its gene
product shares 72 % identity with a yeast ADP Ribosy-
lation Factor (ARF1) which has been shown to interact
with yeast PP1 [23] (Additional file 2: Table S2). Ana-
lysis of the Pf isolated fragment did not show the pres-
ence of known binding motifs to PP1. However the
analysis of the full length sequence revealed the pres-
ence of 1 RVxF motif, suggesting the presence of at
least 2 PfPP1 potential binding motifs in this protein.
Further, PF3D7_1103100 and PF3D7_1460700 showed
31 and 39 % of identity with yeast RPP1B and RPL27A
respectively (Additional file 2: Table S2), identified by dif-
ferent approaches as interactors of yeast PP1 [24, 25].

When the identified sequences were analyzed for the
presence of known binding motifs to PP1, 30 proteins
share the RVxXF binding motif and 20 contain the
Fxx[RK]x[RK] motif, supporting the idea of their role
as potential regulators of PP1. Indeed, it was reported
that 70 % of PP1 interacting proteins containing the
RVxF motif are regulators of PP1 activity [26].

Further examination of Y2H screening revealed that
some identified clones correspond to different portions
of the same protein (16 clones representing 7 proteins).
For instance, PF3D7 1303800 interacts with PfPP1
through the protein portions 4987-5278, 6176—6407
(containing the Fxx[RK]x[RK] motif) and 9165-9271
while PF3D7_0419900 binds PfPP1 via the portions
1857-1998 and 4414-4679 (Additional file 3: Table S3).
For these proteins it seems that their binding to P{PP1
could take place through at least 2 to 3 regions, poten-
tially involving novel binding motifs.

Among the isolated clones, 8 cDNAs representing 6
known kinases were identified as potential interacting
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Table 2 Pips identified by Yeast two-hybrid screening

. RVXF motifs®

PlasmoDB Accession Name? Growth on selective plates

number®

(number of isolated clones)

In frame genes

PF3D7_0220000 liver stage antigen 3 (LSA3) QDO/A (2) KKVRF
PF3D7_0418300 conserved Plasmodium protein, unknown function QDO/A (1)
PF3D7_0520800 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0520900 S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase (SAHH) TDO/A (1)
PF3D7_0610100 Pre-mRNA-splicing factor SLU7, putative (SLU7) TDO/A (1)
PF3D7_0611800 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0613800 transcription factor with AP2 domain(s) (ApiAP2) QDO/A (1) RGVYF
TDO/A (1)
PF3D7_0623100 nuclear polyadenylated RNA-binding protein NAB2, putative  TDO/A (2)
PF3D7_0718100 exported serine/threonine protein kinase (EST) TDO/A (1)
PF3D7_0720700 phosphoinositide-binding protein, putative TDO/A (1) KIKF
PF3D7_0724600 protein kinase, putative TDO/A (1)
PF3D7_0803400 DNA repair protein rad54, putative QDO/A (1)
PF3D7_0816600 ClpB protein, putative (ClpB1) TDO/A (1)
PF3D7_0917900 heat shock protein 70 (HSP70-2) TDO/A (1)
PF3D7_0919900 regulator of chromosome condensation, putative QDO/A (8) KSVSF
PF3D7_1008000 histone deacetylase 2 (HDA2) TDO/A (1)
PF3D7_1008100 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1) KSVSF
PF3D7_1020900 ADP-ribosylation factor (ARF1) TDO/A (1)
PF3D7_1031600 conserved Plasmodium protein, unknown function (GEXP15)  QDO/A (3) KKVQF
PF3D7_1105100 histone H2B (H2B) TDO/A (1)
PF3D7_1130700 structural maintenance of chromosome protein, putative TDO/A (2)
PF3D7_1202600 conserved protein, unknown function QDO/A (10) KNVTF/KCVSF/
KQVTF/RTVSF/
KKVTF/
KSVSF/KKVTE
PF3D7_1205500 zinc finger protein, putative TDO/A (1)
PF3D7_1228600 merozoite surface protein 9 (MSP9) TDO/A (1)
PF3D7_1229600 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_1303800 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_1317600 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1) KYIYF
PF3D7_1325800 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_1346100 protein transport protein SEC61 subunit alpha (SEC61) TDO/A (1) KGIEF
PF3D7_1358200 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
Out of frame mal_mito_2 cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COX1) TDO/A (2)
genes PF3D7_0110200 FAD-linked sulfhydryl oxidase ERV1, putative (ERV1) TDO/A (1) KINF
PF3D7_0202400 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0205700.1 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0207100 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0207500 serine repeat antigen 6 (SERA6) TDO/A (1)
PF3D7_0307700 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0310400 parasite-infected erythrocyte surface protein (PIESP1) TDO/A (1)
PF3D7_0312800 60S ribosomal protein L26, putative TDO/A (1)

PF3D7_0107600

serine/threonine protein kinase, putative

TDO/A (1)
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Table 2 Pips identified by Yeast two-hybrid screening (Continued)
PF3D7_0317300 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0319500 RNA binding protein, putative TDO/A (1)
PF3D7_0407700 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1) RDIIF
PF3D7_0417400 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0418000 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (2)
PF3D7_0418300 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (2)
PF3D7_0419900 phosphatidylinositol 4-kinase, putative QDO/A (2)
TDO/A (1)
PF3D7_0420000 zinc finger protein, putative TDO/A (1)
PF3D7_0509200 leucine-rich repeat protein (LRR2) QDO/A (1)
PF3D7_0516600 translation initiation factor IF-2 TDO/A (1)
PF3D7_0516900 60S ribosomal protein L2 (RPL2) TDO/A (1) KVIF
PF3D7_0520800 conserved Plasmodium protein, unknown function QDO/A (1)
PF3D7_0520900 S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase (SAHH) TDO/A (1)
PF3D7_0525200 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (2) KIEF/KDVLF
PF3D7_0530000 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0532100 early transcribed membrane protein 5 (ETRAMPS5) TDO/A (2)
PF3D7_0602000 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0604500 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0611700 60S ribosomal protein L39 (RPL39) TDO/A (2)
PF3D7_0613800 transcription factor with AP2 domain(s) (ApiAP2) TDO/A (1)
PF3D7_0617200 conserved Plasmodium protein, unknown function QDO/A (1) KQIGF
PF3D7_0617800 histone H2A (H2A) QDO/A (2)
TDO/A (6)
PF3D7_0625300 DNA polymerase 1, putative TDO/A (1)
PF3D7_0709300 Cg2 protein (CG2) TDO/A (1) KVNF
PF3D7_0719900 conserved Plasmodium membrane protein, unknown TDO/A (1)
function
PF3D7_0721100 conserved Plasmodium protein, unknown function QDO/A (1)
TDO/A (1)
PF3D7_0725300 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0806900 conserved Plasmodium protein, unknown function QDO/A (1) KNIGF/KIRW
PF3D7_0809400 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0811400 conserved protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0813200 CS domain protein, putative TDO/A (1)
PF3D7_0813300 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0814000 60S ribosomal protein L13-2, putative QDO/A (2) RVNF
PF3D7_0815800 vacuolar sorting protein VPS9, putative TDO/A (1)
PF3D7_0818000 conserved protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_0818900° heat shock protein 70 (HSP70) TDO/A (1)
PF3D7_0831700 heat shock protein 70, putative (HSP70-x) QDO/A (1)
PF3D7_0904000 GTPase-activating protein, putative TDO/A (1)
PF3D7_0919900 regulator of chromosome condensation, putative TDO/A (1)
PF3D7_0921700 conserved Plasmodium protein, unknown function QDO/A (1)
PF3D7_0924100 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
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Table 2 Pips identified by Yeast two-hybrid screening (Continued)
PF3D7_0932100 protein MAM3, putative TDO/A (1)
PF3D7_0933300 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_1020200 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1) KNVFF
PF3D7_1023400 HORMA domain protein, putative QDO/A (1)
PF3D7_1029900 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_1032000 ribosome maturation factor RimM, putative (RimM) TDO/A (1)
PF3D7_1103100 60S acidic ribosomal protein P1, putative (RPP1) TDO/A (1)
PF3D7_1105100 histone H2B (H2B) TDO/A (2)
PF3D7_1107300 polyadenylate-binding protein-interacting protein 1, putative  TDO/A (1)
(PAIPT)
PF3D7_1108600 endoplasmic reticulum-resident calcium binding protein TDO/A (1) KVYF
(ERO)
PF3D7_1116200.1 pyridoxine biosynthesis protein PDX2 (PDX2) QDO/A (1)
PF3D7_1117700 GTP-binding nuclear protein ran/tc4 (RAN) QDO/A (1) RQIQF
PF3D7_1121600 circumsporozoite-related antigen,exported protein 1 (EXP1) TDO/A (1)
PF3D7_1127900 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_1141400 phosphatidylinositol N-acetylglucosaminyltransferase subunit  TDO/A (1)
H, putative (PIGH)
PF3D7_1149000 antigen 332, DBL-like protein (Pf332) TDO/A (1) Kiw
PF3D7_1206800 conserved Plasmodium protein, unknown function QDO/A (1)
PF3D7_1210600 conserved Plasmodium protein, unknown function QDO/A (1)
PF3D7_1211200 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1) KVKF/KRINF/
KYIEF
PF3D7_1214100 GPI ethanolamine phosphate transferase 3, putative (PIGO) TDO/A (1)
PF3D7_1222300 endoplasmin, putative (GRP94) TDO/A (1)
PF3D7_1224000 GTP cyclohydrolase | (GCHT) TDO/A (1)
PF3D7_1227000 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (2)
PF3D7_1227700 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_1228600 merozoite surface protein 9 (MSP9) QDO/A (1)
TDO/A (1)
PF3D7_1229400 macrophage migration inhibitory factor (MIF) QDO/A (1)
TDO/A (1)
PF3D7_1231600 pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase PRP2, TDO/A (1)
putative (PRP2)
PF3D7_1234600 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_1234900 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (1)
PF3D7_1240600 erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1 (VAR) TDO/A (1)
PF3D7_1249800 THO complex subunit 2, putative (THO2) TDO/A (1)
PF3D7_1303800 conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A (2)
PF3D7_1306400 26S protease regulatory subunit 10B, putative (RPT4) TDO/A (1)
PF3D7_1308400 conserved Plasmodium protein, unknown function QDO/A (1) RRVLF
PF3D7_1308800 tyrosine recombinase (INT) QDO/A (1) KYIKF
TDO/A (1)
PF3D7_1316100 inositol polyphosphate kinase, putative (IPK2) TDO/A (1)
PF3D7_1324800 dihydrofolate synthase/folylpolyglutamate synthase QDO/A (1)
(DHFS-FPGS)
PF3D7_1326600 conserved Plasmodium protein, unknown function QDO/A (2)
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Table 2 Pips identified by Yeast two-hybrid screening (Continued)
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PF3D7_1336600
PF3D7_1342300
PF3D7_1342900
PF3D7_1346400
PF3D7_1348400

PF3D7_1351200
PF3D7_1356900
PF3D7_1357400
PF3D7_1360700
PF3D7_1361200
PF3D7_1366400
PF3D7_1417600
PF3D7_1423700
PF3D7_1444300

PF3D7_1456500
PF3D7_1457000
PF3D7_1460500
PF3D7_1460700
PF3D7_1464500

PF3D7_1465900
PF3D7_1466300
PF3D7_1470800

conserved Plasmodium protein, unknown function
tetratricopeptide repeat family protein, putative
transcription factor with AP2 domain(s) (ApiAP2)
conserved Plasmodium protein, unknown function

conserved Plasmodium membrane protein, unknown
function

conserved Plasmodium protein, unknown function
protein kinase 5 (PK5)

conserved Plasmodium protein, unknown function
E3 SUMO-protein ligase PIAS, putative (PIAS)
conserved Plasmodium protein, unknown function
rhoptry protein (Rhop148)

conserved Plasmodium protein, unknown function
conserved Plasmodium protein, unknown function

1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase, putative
(LPAAT)

conserved Plasmodium protein, unknown function
signal peptide peptidase (SPP)

conserved Plasmodium protein, unknown function
60S ribosomal protein L27 (RPL27)

conserved Plasmodium membrane protein, unknown
function

40S ribosomal protein S3, putative
26S proteasome regulatory subunit RPN2, putative (RPN2)

conserved Plasmodium protein, unknown function

KYVNW

KSIRF
KKVLW

KILF

KVDF/KTVSF

PF3D7_1471900

conserved Plasmodium protein, unknown function TDO/A

KIEF

2Annotations available on PlasmoDB database (v24)

PSelection medium used for the growth of isolated yeast clones were indicated. Numbers indicate the count of isolated clones. TDO/A Triple dropout
supplemented with Aureobasidin A, QDO/A Quadruple dropout supplemented with Aureobasidin A

“The presence and the sequence of RVxF binding motifs were indicated
9Shared proteins isolated by affinity purification and Y2H screening

proteins for PP1 but none of the fragments contains
any known binding motifs. This supports the idea that
these kinases encompass new PP1-binding region/mo-
tifs. Examination of the full length proteins of these 6
kinases showed the presence of at least one binding
motif (Additional file 3: Table S3). It would be import-
ant to check whether these motifs are also involved in
interaction with PP1. Taken together, it could be specu-
lated that these kinases could be direct substrates and/
or regulators of PfPP1 and vice versa.

In addition to the interaction of PfPP1 and kinases,
PfH2A, PfH2B and Pf Histone deacetylase 2 (PfHDA2)
have been identified as Pips. All of these proteins are as-
sociated with nucleosome modifications and could direct
the control of gene expression. Previous studies showed
that the phosphorylation marks of H2A and H2B are de-
tected along with lysine acetylation [27, 28]. The inter-
action of H2A and PP1 has also been reported in yeast

[24, 29] (Additional file 2: Table S2). Taken together,
these observations suggest a potential role and/or a con-
trol of the PP1 network in the marks of histones to gov-
ern diverse nuclear actions in P. falciparum.

Identification of Pips by in silico screening of the Pf
genome

PP1 partners have been identified by biochemical and
Y2H approaches, both of which can have their limita-
tions: the quality and quantity of protein preparations,
or the incapacity of yeast to produce Pf proteins (or
proteins toxic for the growth of yeast). In order to fur-
ther examine the presence of Pips genes in Pf, we used
an extended RVxF consensus sequence mentioned in
Materials and Methods. The choice of this extended
consensus sequence, referred thereafter as RVxF®*, was
based on previous studies indicating its high specificity
[30, 31]. The first consensus sequence defined by
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Wakula et al. [12] was not used in this study because it
is less restrictive and it occurs randomly in ~25 % of all
proteins [30]. The bioinformatics analysis was per-
formed with ORFs present in PlasmoDB (v24). This
screening showed the presence of 55 RVXF™' motif
containing proteins in P. falciparum of which 5 pro-
teins contain at least 2 motifs (Table 3). Two RVxF
containing proteins were excluded as one corresponds
to a pseudogene and the second is annotated twice in
PlasmoDB. Interestingly, among the 55 in silico Pips, 42
exhibit at least one additional binding motif to PP1
(SILK and/or Fxx[RK]x[RK]) (Additional file 4: Table S4).
In addition, 8 proteins identified in silico were also iso-
lated by Y2H screening while 1 protein was common
between the affinity/MS-MS approach and Y2H screening
(Fig. 1). Among the 8 shared proteins, 6 clones identified
by Y2H screening followed the RVXF™* consensus se-
quence. Further, homologs to 2 potential in silico PfPips
(PF3D7_1107700, PF3D7_1220100) have been shown to
interact with PP1 in S. cerevisiae (Additional file 2:
Table S2) [23, 32, 33]. The in silico screening applied in
this work cannot include PfLRR1 and Pf Inhibitors 2
and 3, known to bind and to regulate PfPP1 activity. In-
deed, PfLRR1 binds PP1 through LRR motifs, however
PfI2 and PfI3 encompass the short RVxF motif.

Validation of interaction of Pips identified

All interactors identified by the above approaches could
be capable of binding directly to PfPP1. To explore this
further, we decided to investigate the physical interaction
of PfPP1 with some of PfPips produced as recombinant
proteins. To this end, a binding assay with purified His-
tagged fusion Pips in E. coli and biotin labeled PfPP1
was used. This approach has already been used and vali-
dated using recombinant proteins of known partners of
PfPP1 or derived peptides from binding motifs [17]. PfI2
and PfI3, previously described to interact with PfPP1,
were used as positive controls. A total of 37 PfPips were
successfully produced as recombinant proteins in E. coli
and purified out of 68 candidates tested and correspond-
ing to 66 different Pips.

In the case of the Pips identified by PfPP1 affinity col-
umn, 5 proteins were produced out of 6. Binding data
presented in Fig. 2a showed that biotin-PfPP1 binds to
the 5 proteins tested. These data likely suggests that the
identified Pips are direct interactors of PfPP1.

Next, we searched to check the direct interactions of
Pips identified by Y2H screening and PfPP1. Fifteen re-
combinant PfPips were produced out of 30 cloned
c¢DNAs tested (Additional file 5: Figure S1, Additional
file 6: Table S5). The failure for the production of some
proteins could be due to the lack of expression and/or
to the toxicity for bacteria. For the binding with H2A
and H2B, commercially available human recombinant

Page 8 of 16

proteins were used as they showed 67 and 63 % identity
with PfH2A and PfH2B respectively (Additional file 7:
Figure S2). As depicted in Fig. 2b, biotin-PfPP1 was able
to bind to 14 recombinant proteins out of 17 tested.
These data confirmed a direct interaction between P{PP1
and these Pips. Moreover, this binding assay showed that
Pips with or without the RVxF motif can bind PfPP1 and
confirmed that proteins which are out of frame of
GAL4AD could be true Pips. However, under the same
conditions, 3 proteins did not show significant binding
when compared to BSA. The lack of binding is unlikely
to be due to an absence of coating of purified protein to
wells as the quality of coating was checked using an anti-
His antibody (data not shown). It could be argued that
these proteins are not direct partners of PfPP1 or their
interaction may require additional partner(s) expressed by
the yeast.

Finally, in order to examine the binding capacity of
several in silico Pips identified by genome analysis, 32
fragments which correspond to 30 potential candidates
were tested for protein production. The fragments were
about 190 residues long with the RVxXF®™" motif in the
middle of the recombinant proteins (Additional file 5:
Figure S1, Additional file 6: Table S5). The expression
and purification were successful for only 17 proteins.
Their ability to bind PP1 was then examined as described
above. Significant interactions for 16 out of 17 proteins
tested were observed (Fig. 2c). The lack of interaction of
PfPP1 with PF3D7_0305500 could be attributed to the fact
that its RVxF is not a valid binding motif. However, it is
important to point out that 6 Pips identified by Y2H and
in silico screens (PF3D7_0220000, PF3D7_0610100,
PF3D7_0919900, PF3D7_1008100, PF3D7_1031600 and
PF3D7_1202600) were confirmed to interact with PfPP1
by ELISA (Fig. 2b and c), highlighting the accuracy of the
RVXF consensus sequence used throughout this study.

To further explore the implication of the RVxF motifs
in PfPP1 binding, 2 Pips identified by Y2H screening
and in silico analysis were mutated in their RVxF motifs
and the corresponding recombinant proteins were pro-
duced. Results presented in Fig. 2d showed a significant
decrease of the binding with PfPP1 (about 86 % for
PF3D7_0220000 and 70 % for PF3D7_0919900). This
confirms that the RVxXF motifs of these 2 Pips are the
main contributors for binding to PfPP1. However, it
could not be excluded that these interactions could in-
volve secondary structures of the protein to stabilize and
to lead to a functional complex. This could be attributed
to the fact that the RVxF binding motif, in most regula-
tors, is often present in intrinsically disordered regions
and the protein could adopt a structure upon binding
[16, 17].

The newly RVxF-containing PfPips were then used to
reexamine the features of the RVxF motif and the nature



Hollin et al. BMC Genomics (2016) 17:246

Table 3 Pips identified by genome in silico analysis
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PlasmoDB Accession number? Name? RVXFE motifs®
PF3D7_0204600 conserved Plasmodium protein, unknown function RKSVRW
PF3D7_0214400 conserved Plasmodium protein, unknown function KKKVTF
PF3D7_0220000° liver stage antigen 3 (LSA3) KKKVRF
PF3D7_0304300 conserved Plasmodium protein, unknown function KKKVTF
PF3D7_0305500 conserved Plasmodium protein, unknown function KRNVSF/KRSVHF
PF3D7_0323300 conserved protein, unknown function KKSVSF
PF3D7_0404700 dipeptidyl aminopeptidase 3 (DPAP3) RKNVTF
PF3D7_0407300 transcription factor, putative KKKVHF
PF3D7_0407700° conserved Plasmodium protein, unknown function KKKVSW
PF3D7_0416900 conserved Plasmodium protein, unknown function KRNVHF
PF3D7_0503000 50S ribosomal protein 128, apicoplast, putative RKNVRF
PF3D7_0513600 deoxyribodipyrimidine photo-lyase, putative KKQVSF
PF3D7_0526500 conserved Plasmodium protein, unknown function KKCVHF
PF3D7_0526600 conserved Plasmodium protein, unknown function KKKVTF
PF3D7_0610100¢ pre-mRNA-splicing factor SLU7, putative (SLU7) KKKVNF
PF3D7_0628100 HECT-domain (ubiquitin-transferase), putative RKSVKF/KKSVTF
PF3D7_0713900 conserved Plasmodium protein, unknown function KKNVNF
PF3D7_0717800 conserved Plasmodium protein, unknown function KRSVSW
PF3D7_0723800 conserved Plasmodium protein, unknown function KKSVQF
PF3D7_0727500 conserved Plasmodium protein, unknown function KKCVSF
PF3D7_0804500 conserved Plasmodium membrane protein, unknown function KKNVHF
PF3D7_0913600 conserved Plasmodium protein, unknown function KKMVHF
PF3D7_0917500 conserved Plasmodium protein, unknown function RKAVQF
PF3D7_0919900° regulator of chromosome condensation, putative KKSVSF
PF3D7_0922800 conserved Plasmodium protein, unknown function KKNVCF
PF3D7_0930100 conserved Plasmodium protein, unknown function KKTVHF
PF3D7_1002900 conserved Plasmodium protein, unknown function KRNVNF
PF3D7_1003700 conserved Plasmodium protein, unknown function KRKVKF
PF3D7_1008100° conserved Plasmodium protein, unknown function RKSVSF
PF3D7_1020600 conserved Plasmodium membrane protein, unknown function KKKVNW
PF3D7_1022200 conserved Plasmodium membrane protein, unknown function KKVVRF
PF3D7_1029400 conserved Plasmodium protein, unknown function KKNVSF
PF3D7_1031600° conserved Plasmodium protein, unknown function (GEXP15) KKKVQF
PF3D7_1107700 pescadillo-like protein (PES) KKKVTW
PF3D7_1106800 protein kinase, putative KKKVSF
PF3D7_1109100 conserved Plasmodium protein, unknown function RRKVSF
PF3D7_1113700 glyoxalase | (Glol) KKNVKF
PF3D7_1128000.1 conserved Plasmodium protein, unknown function KKNVTF
PF3D7_1139700 adrenodoxin reductase, putative RKKVHF
PF3D7_1200100 erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1 (VAR) RKTVRF
PF3D7_1202600° conserved protein, unknown function KKNVTF/KKQVTF/
KRTVSF/KKSVSF/
KKTVSF/KKSVSF/KKNVSF
PF3D7_1220100 pre-mRNA splicing factor, putative KKMVNF
PF3D7_1234700 CPW-WPC family protein KKSVSF
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Table 3 Pips identified by genome in silico analysis (Continued)
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PF3D7_1238500
PF3D7_1244200
PF3D7_1244500
PF3D7_1322100
PF3D7_1364300
PF3D7_1366300
PF3D7_1367500
PF3D7_1406200
PF3D7_1411500
PF3D7_1413000
PF3D7_1417300
PF3D7_1460500°

conserved Plasmodium protein, unknown function
transcription factor Tfb2, putative

conserved Plasmodium protein, unknown function
variant-silencing SET protein (SETvs)
pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase PRP16 (PRP16)
conserved Plasmodium protein, unknown function
NADH-cytochrome b5 reductase, putative
conserved Plasmodium protein, unknown function
conserved Plasmodium protein, unknown function
conserved Plasmodium protein, unknown function
cysteine protease ATG4, putative (ATG4)

conserved Plasmodium protein, unknown function

KKKVHF

RKSVHF

RRKVNF

KRNVSF
RKMVQF
KKVVKF/KKKVQF
KKHVHF
KKMVSF
KKQVSF/KKKVSF
KKNVQF
KKKVRF

RKTVSF

2Annotations from PlasmoDB database (v24)

PThe RVxF®! binding motifs corresponding to the [KRI[KRITACHKMNQRSTVIVICHKNQRST][FW] consensus sequence were indicated

“Shared proteins isolated by Y2H and in silico screenings

of the flanking amino acids in P. falciparum. The accepted
motif exhibits the sequence [Ks;R13][Ks5R10][K19N15S13T5]
V[822H11T9R6Q6N6] [F60W5] (Addltlonal file 8: Figure S?))
Interestingly, the amino acids between V and F/W are
enriched by S and H (~50 %). At the N-terminal positions
of the RVxF (-1, and -2), the most conserved amino acid is
the K residue. We have also found a high frequency of L
residue at —2. Based on these data, the RVxF consensus
sequence for PfPips could be extended and refined as

Affinity /
Mass Spectrometry

(SN

In silico
screening

Fig. 1 Venn diagram. Graphic shows the distribution of identified

Yeast two hybrid
screening

Pips by the three approaches

[Ki3L1217Ve] [KigNsIgRs5 ] [K52R15] [KssR10] [K19N15S15T5]V
[S22H11 ToR6QeNe] [FooWs).

PfPP1 interaction networks

The identification in this study of 186 new Pips provides
new insights on the functional diversity of PfPP1 func-
tions. Among the 186 identified proteins, 108 (58 %)
have unknown function. For the 78 remaining proteins,
the most abundant proteins correspond to metabolism,
DNA maintenance, translation and phosphorylation pro-
cesses (Fig. 3).

Based on an earlier published P. falciparum interac-
tome [34] and on the identified PP1 interacting pro-
teins reported in this work, we were able to establish
three networks where several Pips could be involved.
The transcription and DNA maintenance network illus-
trated in Figure S4A (Additional file 9) contained 9
direct Pips (white circles) detected by the different ap-
proaches described above and 4 connecting proteins
(gray circles). The folding/proteolysis network involved
8 direct Pips and 2 connecting proteins (Additional file
9: Figure S4B). The pathogenicity network comprised
18 direct Pips and 16 connecting proteins (Fig. 4). In
the latter network, 2 homologs of direct Pips in P. ber-
ghei (PBANKA_0408500 homolog to PF3D7_0310400
and PBANKA_0926700 homolog to PF3D7_1121600)
have been shown to be essential for parasite survival as
no viable KO parasites can be obtained [35, 36]. It is
worthy of note that PF3D7_1023900, a connecting pro-
tein, contains a region of about 700 amino acids with
40 % identity with a yeast protein (YER164W) which
has been shown to interact with yeast PP1 [23]. Its
homolog in P. berghei (PBANKA_050810) has been
shown to be essential for parasite survival [35]. The
network analysis raises the possibility that new Pips
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could play a role in pathogenicity, at least in part,
through their interaction with and regulation of P{PP1.
However, it cannot be excluded that these proteins
could be also substrates of PfPP1.

Conclusion

The diversity of proteins identified by three different and
complementary approaches suggests that PPlc has a
wide interaction network which controls several aspects
of parasite physiology. A total of 186 proteins were iden-
tified by these approaches. One protein was common to
both Y2H screening and PfPP1-affinity column approach
and 8 proteins to Y2H and in silico screenings. This pro-
vides experimental support to determine the contribu-
tion of the RVxF motif to PfPP1 binding when present
in Pips, to identify new binding regions/motifs specific
of Plasmodium and to explore the role of Pips as regula-
tors, substrates or both. Further experiments need to be
done to determine PfPP1 substrates, for instance by
identifying the phosphoproteomes of Pf in vitro in the

absence and presence of recombinant active PfPP1, and
to evaluate whether the new Pips could be able to regu-
late PfPP1 activity. These future studies will help to
better elucidate PP1 signaling in Plasmodium and to in-
crease and improve the choice of parasite targets for
drug design.

Methods

Affinity purification of Pips

For affinity purification, 10 mg of PfPP1 recombinant
protein (produced as previously described [17]) were co-
valently coupled to 0.5 ml of CNBr-activated Sepharose
4B according to the supplier’s instructions (Sigma). The
coupling efficiency was >90 %. Before use, PP1 beads
were submitted to 3 wash cycles with 3 M NaSCN and
PBS. Ten mg of total soluble parasite extract (prepared
as previously described [17]) were precleared on 2 ml of
activated sepharose beads blocked with ethanolamine.
The precleared extract recovered by centrifugation was
filtered, divided in 2 equal volumes and incubated with



Hollin et al. BMC Genomics (2016) 17:246 Page 12 of 16

1%

B DNA maintenance
M Transcription

m RNA metabolism
M Translation

B Metabolism

M Kinase

M Proteolysis

m Protein folding

W Transport

W Pathogenicity

m Unknown function

m Other

Fig. 3 Pie chart of biological functions of Pips. A total of 186 proteins are classified in 12 different biological functions based on confirmed or
putative functions indicated in PlasmoDB and shown in our pie chart

PF3) eoo
PE3D7_0108300
PF3D7_0508900 -

PF307_1464500

PF3D7_0936800
BiSTS PE3D7_1307700

PF37_1149000
PE3D7_0618200
PF3D)

Pf332

D7_1339700

PF3D7_1448500

PF3D7_1024800
PF3D7_0526800

1200

PF3D7_0500800

Sy
SO

e Q\‘V‘
e

PF3| @ 50 0413
PE3D7_0536900 500
formin 1

PF3D7_0609700 PF3D7_1309400

Fig. 4 PfPP1 Pathogenicity network. The graph shows interactions (lines) between Pips identified by our different approaches (white circles) and
PfPP1 (square box). The gray circles represent connecting proteins based on the results of Lacount et al. [34]. When available, gene names given
in PlasmoDB are shown in brackets




Hollin et al. BMC Genomics (2016) 17:246

BSA-sepharose beads or PP1l-beads overnight at 4 °C.
After 5 washings with 50 mM Tris, 0.3 M NaCl, proteins
were eluted with 2 x 0.5 ml of 3 M NaSCN. The proteins
were then precipitated with acetone and separated on
SDS-PAGE. No stained bands were observed for eluates
of BSA-sepharose beads. Stained bands observed for elu-
ates of PP1 column affinity were cut for MS/MS identifi-
cation as previously described [37].

Plasmid and yeast strain

The cDNA library of Plasmodium falciparum, cloned
in pGAD-HA vector, was purchased from Dualsystems
Biotech. In this plasmid, the expressed parasite pro-
teins are fused to the GAL4 activation domain. Yeast
Y2HGold strain (Clontech) was transformed with the
pGAD-cDNA library according to the method for high-
efficiency library scale transformation of Dualsystems
Biotech, and allowed to form colonies on 150 mm
plates with SD agar medium lacking leucine (SD/-Leu)
at 30 °C (3-4 days). Y2HGold contains four integrated
reporter genes (AURI1-C, HIS3, ADE2 and MELI)
under the control of three distinct GAL4 responsive
promoters used to detect two-hybrid interaction and in
order to reduce false positives. All clones were scraped,
harvested with a freezing medium (YPDA medium with
25 % glycerol) and stored in 1 ml aliquots at —-80 °C for
further experiments. This library-transformed vyeast
strain is referred below as the prey strain.

The ¢cDNA encoding for P. falciparum protein phos-
phatase type-1 (PfPP1, PlasmoDB accession number:
PF3D7_1414400) was cloned in the pGBKT7 vector
(Clontech) to generate a PfPP1-pGBKT7 plasmid allow-
ing the production of PfPP1 fused with the GAL4 DNA
binding domain. Y187 yeast competent cells (Clontech)
were then transformed with this construct according to
the manual of Yeastmaker™ Yeast Transformation Sys-
tem 2 (Clontech). The expression of PfPP1 was checked
by immunoblot using anti-GAL4BD antibody. This
strain was used as a bait to screen protein interactions
with the P. falciparum cDNA library by mating.

Yeast two-hybrid assay

All reagents and methods for yeast-two hybrid assays
were from the Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hybrid
System (Clontech).

One fresh and large colony of bait yeast strain
(pGBKT7-PfPP1 in Y187) was inoculated into 50 ml of
SD/-Trp/Kan (Kanamycin) liquid medium agitated at
250 rpm, 30 °C until the OD600 reached 0.8. The
supernatant was discarded after centrifugation for
5 min at 1,000 g. The pellet was suspended in 5 ml of
SD/-Trp/Kan liquid medium ([cells] >1 x 10%/ml). 1 ml
of library prey strain (after rechecking the titer) and
5 ml of bait strain Y187 were combined with 45 ml of
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2xYPDA liquid medium and incubated for 20-24 h at
30 °C at 40 rpm. The culture was centrifuged for
10 min at 1,000 g, then 50 ml of 0.5xYPDA liquid
medium (with 50 pug/ml Kan) was added to resuspend
the pellet. After a centrifugation for 10 min, cells were
suspended in 10 ml of 0.5xYPDA liquid medium (with
50 pg/ml Kan) and the total volume was measured. To
calculate the number of screened clones and the mating
efficiency, 100 pl of the fusion culture (diluted by 10
gradient) were plated on the selective medium SD/-Trp,
SD/-Leu, and SD/-Trp/-Leu (Double dropout medium,
DDO) and incubated for 3-5 days at 30 °C. More than
1 million diploids were screened to maximize chances
of detecting genuine interactions on Aureobasidin A
(AbA) plates. The remaining fusion culture was spread
onto selective medium SD/-Trp/-Leu/Kan supple-
mented with 125 ng/ml AbA (DDO/A), 200 ul per
150 mm plates and incubated for 3-7 days at 30 °C.
Colonies obtained were re-streaked onto higher stringency
SD/-Trp/-Leu/-His/AbA/Kan (TDO/A, Triple dropout
supplemented with AbA) and SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/
AbA/Kan (QDO/A, Quadruple dropout supplemented
with AbA) agar plates. This screening was carried out five
times independently.

Identification of potential Pips
The prey plasmids from positive yeast clones were isolated
using the Plasmid DNA Purification kit (Macherey-Nagel).
To facilitate yeast lysis, the equivalent of 100 ul of glass
beads (Sigma) was added in the resuspension buffer. To
amplify the plasmid obtained, it was transformed to E. coli
DH5a cells (Life Technologies) followed by selection on
LB/Ampicillin and LB/Kanamycin plates. Plasmids were
isolated once again using the Plasmid DNA Purification
kit and then to estimate the sizes of the specific inserts on
positive prey plasmids, plasmids were digested using the
Sfil restriction enzyme.

The positive prey plasmids were characterized by se-
quencing and BLAST searches to identify the correspond-
ing P. falciparum genes in the PlasmoDB database (v24).

In silico screening

The consensus sequence used to identify potential inter-
actors of PfPP1, was [KR][KRI[ACHKMNQRSTV]V
[CHKNQRST][FW]. It was based on the crystal of PP1
with a RRVSFA peptide [38] and on consensus se-
quences defined by different publications [12, 30, 31].
After identification of the putative partners, the posi-
tions —10 to +10 of RVxF motifs were aligned by BioEdit
software (v7.2.5) to establish a new consensus sequence.

Recombinant proteins expression and purification
In order to verify the interaction between PfPP1 and its
new interactors, His-tagged recombinant proteins were
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produced. Concerning Pips from Y2H screening, the
recombinant proteins correspond to the fragment iden-
tified during the screening (Additional file 6: Table S5). For
Pips from in silico screening, the A/T rich regions or
acidic amino acids were eliminatory to avoid a lack of
expression in E.coli. The different RVxF motifs were
placed in the middle of recombinant proteins. The
chosen coding regions for Pips were obtained by PCR
with the primers mentioned in Additional file 10: Table
S6 using the Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech).
The PCR conditions consisted of 10 min at 94 °C
followed by 35 cycles at 94 °C (45 s), 56 °C or 58 °C
(1 min) and 68 °C (1 min 30), finished by 7 min at 68 °C.
To examine the role of RVxF binding motif, mutated
constructs (KSVSF to KSASA for PF3D7_0919900,
and the introduction of a stop in the second position
of the KKVRF motif for PF3D7_0220000) were ob-
tained by a PCR-based site-directed mutagenesis ap-
proach using the wild pQE30-PF3D7_0919900 and
pETDuet-PF3D7_0220000 constructions as templates,
the primers mentioned in Additional file 10: Table S6
and Isis DNA polymerase (MP Biomedicals). The mu-
tations were checked by sequencing.

For the expression of Pips, the pETDuet-1 (Novagen)
or pQE30 (Qiagen) expression system and the In-Fusion
HD Cloning system (Clontech) were used according to
the supplier’s instructions. The plasmids and restriction
sites are mentioned in Additional file 10: Table S6. The
constructions obtained were checked by sequencing and
transformed in One Shot® BL21 Star™ (DE3) Chemically
Competent E. coli cells (Life Technologies) for expression.

The expression of His6-Pips was carried out in the
presence of 0.5 mM IPTG at 37 °C for 2 h. Cells were
harvested in sonication buffer (20 mM Tris, 500 mM
NaCl, 6 M Guanidine, 20 mM Imidazole and protease
inhibitor cocktail (Roche), pH 7.5). Recombinant pro-
teins were purified according to manufacturer’s in-
structions by Ni**-NTA agarose beads (Macherey
Nagel). Washing steps were performed with a buffer
containing 20 mM Tris, 500 mM NaCl and 20 mM
imidazole, pH 7.5. Elution was done with a buffer con-
taining 20 mM Tris, 500 mM NaCl and 600 mM imid-
azole, pH 7.5. The eluted proteins were dialyzed
against 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7.5.

PfPP1 was produced as described above [16] with a
dialysis buffer containing 20 mM Tris, 500 mM Nacl
and 1 mM MnCl,, pH 7.5.

The produced proteins were quantified with the
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Life Technologies) and
checked by western blot. Soluble proteins were sepa-
rated on a 4-20 % SDS-PAGE and subsequently blotted
onto nitrocellulose. The blots were probed with anti-
His antibody (1:2000 dilution) (Qiagen). As secondary
antibody, a horseradish peroxidase-labeled anti-mouse
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IgG (1:20000 dilution) was used, followed by chemilu-
minescence detection with SuperSignal™ West Dura Ex-
tended Duration Substrate (Life Technologies).

Measurement of Pips binding

Binding of Pips to PfPP1 was assessed by an ELISA-
based assay as previously described [17]. The plates
were coated with 25pmol of each Pips in PBS overnight
at 4 °C. In these experiments, recombinant PfI2 and
PfI3 [16, 17] and BSA were used as positive and nega-
tive controls respectively. The statistical significance
was calculated with the Mann-Whitney U test for non-
parametric data and p < 0.05 was considered significant.

Bioinformatic analysis

The different binding motifs were identified using the
tool “Protein Motif Pattern” available on PlasmoDB web-
site. For biological functions of Pips, only the putative or
characterized functions were taken into account. The
GO annotation of unknown proteins was not retained.
For functional analysis, the different protein subnet-
works were based on the results from LaCount [34] and
our interactions with PfPP1. After manual correction,
they were visualized on Cytoscape (v3.2.1). The Venn
diagram was established from Venny [39].
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Figure S1. Production of Pips in E. coli. Purified recombinant proteins were separated by SDS-PAGE and
transferred to nitrocellulose membrane. Immunoblot assays were performed using an anti-histidine mAb at 1:2000.
A, B and C, represent Pips identified by affinity purification, Y2H screening and in silico analysis respectively.

page 155



Figure S2. Conservation of human and Pf H2A and H2B. Global alignments of human
H2A (AAN59960) with PfH2A (PF3D7_0617800) (A) and human H2B (AAN59961) with
PfH2B (PF3D7_1105100) (B) showed 67% and 63% of identity respectively.
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Figure $3. Global alignment between in silico Pips. The different protein sequences
flanking the RVxF=* muotifs (black) were aligned using BioEdit software. The FlasmoDB

accession numbers are indicated.
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a, proteins containing at least 2 RVxF= motifs.
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Figure S4. PfPP1 interaction networks.

A, Transcription and DNA maintenance subnetwork. B, Folding/proteolysis subnetwork.

The graph shows interactions (lines) between Pips identified by our different approaches (white circles) and PfPP1.
The gray circles represent connecting proteins based on the results of Lacount et al. [34]

When available, gene names given in PlasmoDB are shown in brackets.
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Table S1. Pips identified by column affinity/mass spectrometry.

Band® PlasmoDB Nameb Motifs (Position a.a.)c Numlber of  Protein sequence Mascot score Biological
Accession number E:s;'des coverage function®

1 PF3D7_0708400 heat shock protein 90 (HSP90) FENRKK (371-376) 16 19% 92 Protein folding

2 PF3D7_0818900 heat shock protein 70 (HSP70) RLVNF (248-252) 22 34% 203 Protein folding

FKRKNR (257-262)

3 PF3D7_0827900 protein disulfide isomerase (PDI8) FNKKNK (112-117) 15 27% 108 Protein folding

4 PF3D7_0608800 ornithine aminotransferase (OAT) KTVKF (405-409) 15 35% 131 Metabolism

5 PF3D7_1462800 glyceraldehyde-3-phosphate KLVSW (312-316) 14 44% 106 Metabolism

dehydrogenase (GAPDH)
6 PF3D7_1343000 phosphoethanolamine N- KIIF (103-106) 8 32% 100 Metabolism

methyltransferase (PMT)

& Number of stained bands on SDS-PAGE.

® Annotations available on PlasmoDB database (v24).

© 3 different binding motifs with PP1 were scanned :
RVXF=[RK]Xo.1[VIKP}FW]

FxX[RK]X[RK]
SILK=[GS]IL[RK]

d Biological functions were based on confirmed or putative functions indicated on PlasmoDB.



Table S2. Common Pips between P. falciparum and other species.

Pips identified in
Plasmodium falciparum

Pips previously described in other species

Name? Organism  name” % of identity® Reference
(accession number) (accession number)
histone H2A (H2A) S. cerevisiae HTA1l 67% Costanzo M, et al. [24]
(PF3D7_0617800) (YDR225W)
heat shock protein 70 (HSP70) |H. sapiens  HSP-71 69% Fardilha M, et al. [20]
(PF3D7_0818900) (P11142.1)

M. musculus HSP70-1B 69% Flores Delgado G, et al. [19]

(P17879.3)

ADP-ribosylation factor (ARF1) [S.cerevisiae ARF1 72% Logan MR, et al. [23]
(PF3D7_1020900) (YDL192W)
60S acidic ribosomal protein P1, [S.cerevisiae RPP1B 31% Costanzo M, et al. [24]
putative (RPP1) (YDL130W)
(PF3D7 1103100)
pescadillo homolog (PES) S.cerevisiae NOP7 28% Breitkreutz A, et al. [32]
(PF3D7_1107700) (YGR103W) Ho Y, et al. [33]
pre-mRNA splicing factor, S.cerevisiae CDC40 26% Logan MR, et al. [23]
putative (PF3D7_1220100) (YDR364C)
60S ribosomal protein L27 S.cerevisiae RPL27A 39% Walsh EP, et al. [25]
(RPL27) (PF3D7_1460700) (YHRO10W)
glyceraldehyde-3-phosphate S.cerevisiae THD3 58% Logan MR, et al. [23]
dehydrogenase (GAPDH) (YGR192C)

(PF3D7 1462800)

& Annotations from PlasmoDB database (v24).

b Gene annotations as indicated in NCBI.

¢ Identity obtained by global alignments between Pf protein and its homolog on BioEdit software (v7.2.5).



Table S3. Pips identified by Yeast two-hybrid screening.

PlasmoDB Name® In frame with Growt_h on Detected Motifs and positions on Additional Motifs Biological function®
Accession number® GAL4AD selective plates  fragment detected fragments on full Iengthd
(number of (aa) (Position a.a.)°
. b
isolated clones)
PF3D7_0418300 conserved Plasmodium protein, Yes QDO/A 73-202 / / Unknown function
unknown function No TDO/A (2) 553-707
PF3D7_0520800 conserved Plasmodium protein, Yes TDO/A 885-1121 / 2 RVXF Unknown function
unknown function 1 Fxx[RK]X[RK]
No QDO/A 1117-1193 1SILK
PF3D7_0520900 S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase Yes TDO/A 236-479 / 1 SILK Metabolism
(SAHH) No TDOIA 2-299 SILK (179-182) /
§ PF3D7_0613800 transcription factor with AP2 Yes QDO/A 3014-3150 RGVYF (3087-3091) 2 RVxF Transcription
g domain(s) (ApiAP2) FENKTK (3134-3139) 2 Fxx[RKIX[RK]
“E’ Yes TDO/A 2742-2977 / 3 RVxF
£ No TDO/A 3308-3720  / 3 PXIRKIXIRK]
; PF3D7_0919900 regulator of chromosome Yes QDO/A (8) 801-1107 KSVSF (980-984) 3 RVxF DNA maintenance
3 - -
© condensation, putative No TDO/A 1549-1733 | 4 RVXF
§ PF3D7_1105100 histone H2B (H2B) Yes TDO/A 1-117 / / DNA maintenance
8 No TDO/A (2) 1-117
£ PF3D7_1228600 merozoite surface protein 9 (MSP9)  Yes TDO/A 124-447 / 1 RVXF Pathogenicity
No QDO/A 82-391
TDO/A
PF3D7_1303800 conserved Plasmodium protein, Yes TDO/A 9165-9271 / 19 RVxF Unknown function
unknown function 9 Fxx[RKIX[RK]
No TDO/A 4987-5278 2 SILK
No TDO/A 6176-6407 FIYKRK (6305-6310) 19 RVxF
8 Fxx[RK]X[RK]
2 SILK
PF3D7_0107600 serine/threonine protein kinase, Yes TDO/A 1139-1404 / 6 RVXF Kinase
putative 4 Fxx[RKIXIRK]
PF3D7_0220000 liver stage antigen 3 (LSA3) Yes QDO/A (2) 1149-1295 KKVRF (1283-1287) 2 Fxx[RK]X[RK] Unknown function
FDIKDK (1287-1292)
PF3D7_0610100 Pre-mRNA-splicing factor SLU7, Yes TDO/A 131-443 / 1 RVXF RNA metabolism
putative (SLU7)
PF3D7_0611800 conserved Plasmodium protein, Yes TDO/A 2447-2721 / ! Unknown function
unknown function
PF3D7_0623100 nuclear polyadenylated RNA-binding  Yes TDO/A (2) 42-262 FRLRDK (206-211) 1 Fxx[RK]X[RK] RNA metabolism
protein NAB2, putative
PF3D7_0718100 exported serine/threonine protein Yes TDO/A 1205-1431 / 2 RVxF Kinase
kinase (EST) 3 Fxx[RKIXIRK]
PF3D7_0720700 phosphoinositide-binding protein, Yes TDO/A 565-968 FVRRIR (887-892) 1 Fxx[RK]X[RK]  Unknown function
putative KIKF (921-924)
PF3D7_0724600 protein kinase, putative Yes TDO/A 1-118 / 1 Fxx[RK]X[RK] Kinase
1SILK
PF3D7_0803400 DNA repair protein rad54, putative Yes QDO/A 861-1080 / 1 Fxx[RK]x[RK] DNA maintenance
PF3D7_0816600 ClpB protein, putative (ClpB1) Yes TDO/A 875-1070 / 1 RVXF Protein folding
2 Fxx[RKIX[RK]
2 SILK
PF3D7_0917900 heat shock protein 70 (HSP70-2) Yes TDO/A 354-582 / / Protein folding
PF3D7_1008000 histone deacetylase 2 (HDA2) Yes TDO/A 835-1055 / 3 RVxF DNA maintenance
0 4 Fxx[RKIXIRK]
2 PF3D7_1008100 conserved Plasmodium protein, Yes TDO/A 809-1064 KSVSF (837-841) 4 RVXF Unknown function
) unknown function 3 FxXx[RKIXIRK]
QE) PF3D7_1020900 ADP-ribosylation factor (ARF1) Yes TDO/A 71-181 / 1 RVXF Other
£ PF3D7_1031600 conserved Plasmodium protein, Yes QDO/A (3) 8-256 KKVQF (38-42) 1 RVxXF Unknown function
= unknown function (GEXP15)
PF3D7_1130700 structural maintenance of Yes TDO/A 281-481 FLRKNR (410-415) 1 RVXF DNA maintenance
chromosome protein, putative 1 Fxx[RKIX[RK]
TDO/A 811-984 / 1 RVxF
2 Fxx[RKIX[RK]
PF3D7_1202600 conserved protein, unknown function  Yes QDO/A (10) 1261-1735 KNVTF (1275-1279) 10 RVxF Unknown function
KCVSF (1338-1342) 3 Fxx[RK]x[RK]
KQVTF (1400-1404) 1 SILK
RTVSF (1416-1420)
KKVTF (1492-1496)
KSVSF (1507-1511)
KKVTF (1569-1573)
FGNDKGK (14R7-140)
PF3D7_1205500 zinc finger protein, putative Yes TDO/A 712-936 / / Unknown function
PF3D7_1229600 conserved Plasmodium protein, Yes TDO/A 1-269 FNKKRK (83-88) 1 RVxF Unknown function
unknown function
PF3D7_1317600 conserved Plasmodium protein, Yes TDO/A 291-421 KYIYF (348-352) 1 RVxF Unknown function
unknown function 2 Fxx[RKIX[RK]
PF3D7_1325800 conserved Plasmodium protein, Yes TDO/A 820-1100 / 1 RVXF Unknown function
unknown function 1SILK
PF3D7_1346100 protein transport protein SEC61 Yes TDO/A 204-463 KGIEF (205-209) 1 RVxF Transport
subunit alpha (SEC61)
PF3D7_1358200 conserved Plasmodium protein, Yes TDO/A 852-1060 / 2 RVXF Unknown function
unknown function 1 Fxx[RK]x[RK]
mal_mito_2 cytochrome c¢ oxidase subunit 1 No TDO/A 63-308 / / Metabolism
(coxn) TDOIA 260-478
PF3D7_0110200 FAD-linked sulfhydryl oxidase ERV1, No TDO/A 1-143 KINF (104-107) ! Metabolism
putative (ERV1)
PF3D7_0202400 conserved Plasmodium protein, No TDO/A 426-518 / 2 Fxx[RK]x[RK]  Unknown function
unknown function
PF3D7_0205700.1 conserved Plasmodium protein, No TDO/A 1-137 / / Unknown function
unknown function
PF3D7_0207100 conserved Plasmodium protein, No TDO/A 1109-1253 FLIKKK (1186-1191) 2 RVxF Unknown function
unknown function
PF3D7_0207500 serine repeat antigen 6 (SERA6) No TDO/A 1-183 / 1 RVxF Pathogenicity
1 Fxx[RKIX[RK]
PF3D7_0307700 conserved Plasmodium protein, No TDO/A 1669-1826 / 1 Fxx[RK]x[RK]  Unknown function
unknown function
PF3D7_0310400 parasite-infected erythrocyte surface  No TDO/A 118-382 / ! Pathogenicity

protein (PIESP1)



Out of frame genes

PF3D7_0312800
PF3D7_0317300

PF3D7_0319500
PF3D7_0407700

PF3D7_0417400
PF3D7_0418000

PF3D7_0419900

PF3D7_0420000
PF3D7_0509200
PF3D7_0516600

PF3D7_0516900
PF3D7_0525200

PF3D7_0530000
PF3D7_0532100
PF3D7_0602000
PF3D7_0604500

PF3D7_0611700
PF3D7_0617200

PF3D7_0617800

PF3D7_0625300
PF3D7_0709300

PF3D7_0719900

PF3D7_0721100
PF3D7_0725300
PF3D7_0806900
PF3D7_0809400

PF3D7_0811400
PF3D7_0813200

PF3D7_0813300
PF3D7_0814000
PF3D7_0815800

PF3D7_0818000
PF3D7_0818900'

PF3D7_0831700

PF3D7_0904000
PF3D7_0921700

PF3D7_0924100
PF3D7_0932100

PF3D7_0933300

PF3D7_1020200

PF3D7_1023400
PF3D7_1029900

PF3D7_1032000
PF3D7_1103100

PF3D7_1107300

PF3D7_1108600
PF3D7_1116200.1
PF3D7_1117700
PF3D7_1121600
PF3D7_1127900

PF3D7_1141400

PF3D7_1149000

PF3D7_1206800

60S ribosomal protein L26, putative
conserved Plasmodium protein,
unknown function

RNA binding protein, putative

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

phosphatidylinositol 4-kinase, putative

zinc finger protein, putative
leucine-rich repeat protein (LRR2)
translation initiation factor IF-2

60S ribosomal protein L2 (RPL2)

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

early transcribed membrane protein 5
(ETRAMP5)

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

60S ribosomal protein L39 (RPL39)

conserved Plasmodium protein,
unknown function
histone H2A (H2A)

DNA polymerase 1, putative
Cg2 protein (CG2)

conserved Plasmodium membrane
protein, unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved protein, unknown function
CS domain protein, putative

conserved Plasmodium protein,
unknown function
60S ribosomal protein L13-2, putative

vacuolar sorting protein VPS9,
putative

conserved protein, unknown function
heat shock protein 70 (HSP70)

heat shock protein 70, putative
(HSP70-x)

GTPase-activating protein, putative
conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

protein MAM3, putative

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function
HORMA domain protein, putative

conserved Plasmodium protein,
unknown function

ribosome maturation factor RimM,
putative (RimM)

60S acidic ribosomal protein P1,
putative (RPP1)
polyadenylate-binding protein-
interacting protein 1, putative (PAIP1)

endoplasmic reticulum-resident
calcium binding protein (ERC)
pyridoxine biosynthesis protein PDX2
(PDX2)

GTP-binding nuclear protein ran/tc4
(RAN)

circumsporozoite-related
antigen,exported protein 1 (EXP1)
conserved Plasmodium protein,
unknown function
phosphatidylinositol N-
acetylglucosaminyltransferase subunit
H. putative (PIGH)

antigen 332, DBL-like protein (Pf332)

conserved Plasmodium protein,
unknown function

No

No

No
No

No

No
No

No

No

No

No
No

No

No

No

No

No

No

No

No

TDO/A
TDO/A

TDO/A
TDO/A

TDO/A
TDO/A (2)

QDO/A

QDO/A
TDO/A
TDO/A

QDO/A
TDO/A

TDO/A
TDO/A
TDO/A
TDO/A

TDO/A (2)
TDO/A
TDO/A

TDO/A (2)
QDO/A
QDO/A (2)

TDO/A (6)
TDO/A

TDO/A

TDO/A

QDO/A
TDO/A
TDO/A
QDO/A
TDO/A

TDO/A
TDO/A

TDO/A
QDO/A (2)
TDO/A

TDO/A
TDO/A

QDO/A

TDO/A
QDO/A

TDO/A
TDO/A

TDO/A

TDO/A

QDO/A
TDO/A

TDO/A
TDO/A

TDO/A

TDO/A
QDO/A
QDO/A
TDO/A
TDO/A

TDO/A

TDO/A

QDO/A

1-61
2018-2197

1-224
967-1161

5966-6242

2271-2481

1857-1998
4414-4679

2238-2459
1-266
937-1245

1-260
954-1172
1599-1849
1-69

1-107

1215-1437

983-1074

1-31
103-206

1-132

1-267
1094-1340

732-1028

1-104

22-173

13-163

2-241

413-608
15-148

1-135

1-195

847-1120

128-209
389-585

307-455

10-300
132-269

2-162

762-955

652-771

125-406

8-195
1362-1675

151-192

1-118

1188-1324

66-295

61-179

1-214

1-162

43-128

1-182

5670-5836

570-725

/
/

/
RDIIF (1075-1079)

/

/
FIKKIK (245-250)
/

KVIF (60-63)
KDVLF (1092-1096)
KIEF (1732-1735)

/

/
/
/

FRLKQR (7-12)
KQIGF (103-107)

/

/
KVNF (1109-1112)

/

/

/

KNIGF (60-64)
KIRW (74-77)
/

/
/

/
RVNF (22-25)

/

/
FDDKEK (133-138)

/
/

/

KNVFF (164-168)

FEKKRK (28-33)
/

/
/

/

KVYF (237-240)
/

RQIQF (133-137)
/

/

/

KIIW (5710-5713)

/

/

2 RVxF

1 SILK

!

1 RVxF

1 Fxx[RK]X[RK]
1 SILK

14 RVXF

7 Fxx[RKIX[RK]
4 RVXF

8 Fxx[RKIX[RK]
8 RVxF

4 Fxx[RK]X[RK]

/
/

1 RVXF
2 Fxx[RKIX[RK]
!

2 RVxF

1 Fxx[RK]X[RK]
/

/

3 RVxF

1 SILK

1 Fxx[RK]X[RK]
1 SILK

/

/

1 RVxF

2 RVxF
6 Fxx[RK]X[RK]
1SILK
4 RVXF
4 Fxx[RK]X[RK]
1 RVxF

/
/
2 Fxx[RK]X[RK]

/
/

/
1 RVxF
1 Fxx[RKIX[RK]

/

1 RVxF

1 Fxx[RKIX[RK]
1 RVxF

/
1 RVxF

/

5 RVxF

3 Fxx[RKIX[RK]
2 RVxF

1 Fxx[RK]X[RK]
1 SILK

/

/

4 RVXF

3 Fxx[RKIXIRK]
2 RVXF

1 Fxx[RKIX[RKI]
!

3 RVXF

1 Fxx[RKIX[RK]
1 SILK

/

1 Fxx[RK]X[RK]
/

/

1 RVxF

1 RVxF

2 Fxx[RK]X[RK]

Translation
Unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function
Unknown function

Kinase

Unknown function
Unknown function
Translation

Translation

Unknown function

Unknown function
Unknown function
Unknown function
Unknown function

Translation
Unknown function

DNA maintenance

DNA maintenance

Unknown function

Unknown function

Unknown function
Unknown function
Unknown function
Unknown function

Unknown function
Unknown function

Unknown function
Translation
Unknown function

Unknown function
Protein folding

Protein folding

Unknown function
Unknown function

Unknown function
Unknown function

Unknown function

Unknown function

Unknown function
Unknown function

Translation
Translation

Unknown function

Unknown function
Metabolism
Transport
Pathogenicity
Unknown function

Metabolism

Pathogenicity

Unknown function



PF3D7_1210600

PF3D7_1211200

PF3D7_1214100

PF3D7_1222300
PF3D7_1224000
PF3D7_1227000

PF3D7_1227700
PF3D7_1229400

PF3D7_1231600

PF3D7_1234600
PF3D7_1234900
PF3D7_1240600
PF3D7_1249800
PF3D7_1306400
PF3D7_1308400
PF3D7_1308800
PF3D7_1316100

PF3D7_1324800

PF3D7_1326600

PF3D7_1336600
PF3D7_1342300
PF3D7_1342900
PF3D7_1346400

PF3D7_1348400

PF3D7_1351200

PF3D7_1356900
PF3D7_1357400

PF3D7_1360700
PF3D7_1361200
PF3D7_1366400
PF3D7_1417600
PF3D7_1423700
PF3D7_1444300

PF3D7_1456500

PF3D7_1457000
PF3D7_1460500

PF3D7_1460700
PF3D7_1464500

PF3D7_1465900
PF3D7_1466300

PF3D7_1470800

PF3D7_1471900

conserved Plasmodium protein,
unknown function
conserved Plasmodium protein,
unknown function

GPI ethanolamine phosphate
transferase 3, putative (PIGO)
endoplasmin, putative (GRP94)

GTP cyclohydrolase | (GCH1)

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

macrophage migration inhibitory factor
(MIF)

pre-mRNA-splicing factor ATP-
dependent RNA helicase PRP2,
putative (PRP2)

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

erythrocyte membrane protein 1,
PfEMP1 (VAR)

THO complex subunit 2, putative
(THO2)

26S protease regulatory subunit 10B,
putative (RPT4)

conserved Plasmodium protein,
unknown function

tyrosine recombinase (INT)

inositol polyphosphate kinase, putative
(IPK2)

dihydrofolate
synthase/folylpolyglutamate synthase
(DHFS-FPGS)

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

tetratricopeptide repeat family protein,
putative

transcription factor with AP2
domain(s) (ApiAP2)

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium membrane
protein, unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

protein kinase 5 (PK5)

conserved Plasmodium protein,
unknown function

E3 SUMO-protein ligase PIAS,
putative (PIAS)

conserved Plasmodium protein,
unknown function

rhoptry protein (Rhop148)

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function
1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate
acvltransferase, putative (LPAAT)
conserved Plasmodium protein,
unknown function

signal peptide peptidase (SPP)
conserved Plasmodium protein,

unknown function
60S ribosomal protein L27 (RPL27)

conserved Plasmodium membrane
protein, unknown function

40S ribosomal protein S3, putative

26S proteasome regulatory subunit
RPN2, putative (RPN2)

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

No

No

No

No

No

No

QDO/A

TDO/A

TDO/A

TDO/A
TDO/A
TDO/A (2)

TDO/A
QDO/A
TDO/A
TDO/A
TDO/A
TDO/A
TDO/A
TDO/A
TDO/A
QDO/A
QDO/A
TDO/A
TDO/A

QDO/A

QDO/A (2)

TDO/A
TDO/A
TDO/A
TDO/A

TDO/A

TDO/A

TDOIA
QDO/A

QDO/A
TDO/A
TDO/A
TDO/A
TDO/A
TDO/A
QDOJA (2)
QDO/A
TDO/A

TDO/A
TDO/A

TDO/A
TDO/A

TDO/A

TDO/A

572-675

941-1062

74-320

384-485
31-165
1-163

190-453

1-116

394-643

1-197

1-151

876-1191

1829-2039

237-382

1800-1941

1-158

693-835

1-80

3322-3615

1-91

26-262

577-714

1918-2270

1514-1777

1342-1597

1-33

281-513

1-234

712-870

73-295

2128-2373

1038-1147

1-258

1740-2056

323-412
294-590
1-61
2493-2706
75-221
775-979

44-186

3-217

/
KVKF (1015-1018)

KRINF (1023-1027)
KYIEF (1041-1045)
/

/

RRVLF (1906-1910)
KYIKF (42-46)

/

/

/
/
FIGKIK (1982-1987)

FINKEK (1597-1602)

KYVNW (1469-1473)

/

FYEKRK (359-364)
KSIRF (444-448)
KKVLW (209-213)

/

KILF (149-152)
FDKKKK (189-194)
/

/

/

FLNKIK (1759-1764)
FHNKLK (1919-1924)

/

KVDF (313-316)
KTVSF (380-384)
/

SILK (2508-2511)

/
FLSKEK (972-977)
FRSKSK (53-58)

KIIEF (10-14)

1 RVxF

1 RVxF
3 Fxx[RK]X[RK]

2 RVXF

3 Fxx[RKIX[RK]
1 RVxF

!

/
/
/

1 RVxF

1 Fxx[RK]X[RK]
1 SILK

1 RVxF

2 Fxx[RKIX[RK]
/

2 RVxF

3 Fxx[RKIX[RK]
2 RVxF

2 Fxx[RKIX[RK]
/

10 RVxF
6 Fxx[RKIX[RK]
2 RVxF

2 RVxF
1 Fxx[RKIX[RK]
1 Fxx[RKIX[RK]

4 RVXF

8 Fxx[RK]X[RK]
2 SILK

/

/

4 RVxF
3 Fxx[RKIX[RK]
4 RVXF
5 Fxx[RKIX[RK]
5 RVxF
2 Fxx[RK]X[RK]
2 RVXF
1 Fxx[RK]X[RK]
1SILK
1SILK

2 Fxx[RK]X[RK]
3 Fxx[RK]X[RK]
2 Fxx[RK]X[RK]
!

2 RVXF
2 Fxx[RKIXIRK]
2 Fxx[RK]X[RK]

/

1 RVXF
2 Fxx[RK]X[RK]
/

1 RVxF
1 Fxx[RKIX[RK]
1 RVxF

7 RVXF
6 FXx[RK]X[RK]
/

2 RVxF
2 Fxx[RKIX[RK]
1 RVxF
1 Fxx[RKIX[RK]
5 RVxF
1 Fxx[RK]x[RK]

Unknown function

Unknown function

Metabolism

Protein folding
Metabolism

Unknown function
Unknown function
Pathogenicity

RNA metabolism

Unknown function
Unknown function
Pathogenicity
Transcription
Proteolysis
Unknown function
DNA maintenance
Kinase

Metabolism

Unknown function

Unknown function
Unknown function
Transcription

Unknown function

Unknown function

Unknown function

Kinase
Unknown function

Other

Unknown function
Unknown function
Unknown function
Unknown function
Metabolism
Unknown function
Other

Unknown function

Translation
Unknown function

Translation
Proteolysis

Unknown function

Unknown function

& Annotations available on PlasmoDB database (v24).

b Selection medium used for the growth of isolated yeast clones were indicated. Numbers indicate the count of isolated clones.
TDO/A=Triple dropout supplemented with Aureobasidin A. QDO/A=Quadruple dropout supplemented with Aureobasidin A.

¢ Sequence of binding motifs in the detected fragment were indicated. Motifs were examined as shown below °

43 different binding motifs with PP1 were scanned :
RVXF=[RK]Xo.1[VI{P}FW]

Fxx[RK]X[RK]
SILK=[GS]IL[RK]

€ Biological functions were based on confirmed or putative functions indicated on PlasmoDB.

" Shared proteins isolated by affinity purification and Y2H screening.



Table S4. Pips identified by genome in silico analysis.

PlasmoDB RVxF®™ motifs (Position Additional Motifs

- Biological function®
on full length

a
Name

. a
Accession number a.a.)b

PF3D7_0204600
PF3D7_0214400

PF3D7_0220000

PF3D7_0304300
PF3D7_0305500

PF3D7_0323300
PF3D7_0404700
PF3D7_0407300
PF3D7_0407700

PF3D7_0416900

PF3D7_0503000
PF3D7_0513600

PF3D7_0526500
PF3D7_0526600

PF3D7_0610100
PF3D7_0628100

PF3D7_0713900
PF3D7_0717800
PF3D7_0723800

PF3D7_0727500
PF3D7_0804500

PF3D7_0913600

PF3D7_0917500
PF3D7_0919900
PF3D7_0922800

PF3D7_0930100
PF3D7_1002900
PF3D7_1003700
PF3D7_1008100
PF3D7_1020600
PF3D7_1022200

PF3D7_1029400

PF3D7_1031600

PF3D7_1106800
PF3D7_1107700

PF3D7_1109100

PF3D7_1113700

PF3D7_1128000.1

PF3D7_1139700
PF3D7_1200100

PF3D7_1202600

PF3D7_1220100
PF3D7_1234700

PF3D7_1238500
PF3D7_1244200

PF3D7_1244500

e

e

e

e

e

e

e

conserved Plasmodium protein, unknown function
conserved Plasmodium protein, unknown function
liver stage antigen 3 (LSA3)

conserved Plasmodium protein, unknown function
conserved Plasmodium protein, unknown function

conserved protein, unknown function
dipeptidyl aminopeptidase 3 (DPAP3)
transcription factor, putative

conserved Plasmodium protein, unknown function
conserved Plasmodium protein, unknown function

50S ribosomal protein L28, apicoplast, putative
deoxyribodipyrimidine photo-lyase, putative

conserved Plasmodium protein, unknown function
conserved Plasmodium protein, unknown function
pre-mRNA-splicing factor SLU7, putative (SLU7)

HECT-domain (ubiquitin-transferase), putative

conserved Plasmodium protein, unknown function
conserved Plasmodium protein, unknown function
conserved Plasmodium protein, unknown function

conserved Plasmodium protein, unknown function

conserved Plasmodium membrane protein, unknown

function
conserved Plasmodium protein, unknown function
conserved Plasmodium protein, unknown function

regulator of chromosome condensation, putative

conserved Plasmodium protein, unknown function

conserved Plasmodium protein, unknown function
conserved Plasmodium protein, unknown function

conserved Plasmodium protein, unknown function
conserved Plasmodium protein, unknown function

conserved Plasmodium membrane protein, unknown

function

conserved Plasmodium membrane protein, unknown

function
conserved Plasmodium protein, unknown function

conserved Plasmodium protein, unknown function
(GEXP15)
protein kinase, putative

pescadillo-like protein (PES)

conserved Plasmodium protein, unknown function

glyoxalase | (Glol)

conserved Plasmodium protein, unknown function
adrenodoxin reductase, putative

erythrocyte membrane protein 1, PFEMP1 (VAR)
conserved protein, unknown function

pre-mRNA splicing factor, putative
CPW-WPC family protein

conserved Plasmodium protein, unknown function
transcription factor Tfb2, putative

conserved Plasmodium protein, unknown function

RKSVRW (1180-1185)
KKKVTF (3-8)
KKKVRF (1282-1287)

KKKVTF (372-377)

KRNVSF (3283-3288)
KRSVHF (3700-3705)
KKSVSF (139-144)

RKNVTF (261-266)
KKKVHF (97-102)

KKKVSW (465-470)
KRNVHF (1889-1894)

RKNVRF (57-62)
KKQVSF (199-204)

KKCVHF (573-578)
KKKVTF (4498-4503)
KKKVNF (110-115)

RKSVKF (5331-5336)
KKSVTF (9843-9848)
KKNVNF (959-964)

KRSVSW (2408-2413)
KKSVQF (461-466)

KKCVSF (139-144)
KKNVHF (1741-1746)

KKMVHF (348-353)

RKAVQF (360-365)
KKSVSF (979-984)

KKNVCEF (3253-3258)

KKTVHF (1051-1056)
KRNVNF (83-88)
KRKVKF (593-598)
RKSVSF (836-841)

KKKVNW (76-81)
KKVVRF (559-564)

KKNVSF (58-63)
KKKVQF (37-42)

KKKVSF (481-486)
KKKVTW (201-206)

RRKVSF (550-555)

KKNVKF (132-137)

KKNVTF (152-157)
RKKVHF (457-462)
RKTVRF (93-98)

KKNVTF (1274-1279)
KKQVTF (1399-1404)
KRTVSF (1415-1420)
KKSVSF (1506-1511)
KKTVSF (1657-1662)
KKSVSF (1777-1782)
KKNVSF (1917-1922)
KKMVNF (577-582)

KKSVSF (37-42)

KKKVHF (1391-1396)
RKSVHF (365-370)

RRKVNF (347-352)

/
1 Fxx[RK]X[RK]
3 Fxx[RK]X[RK]

3 Fxx[RKI]X[RK]
2 Fxx[RKI]X[RK]
2 SILK

1 Fxx[RK]X[RK]
3 FXx[RK]X[RK]
1 Fxx[RK]X[RK]
1 Fxx[RK]X[RK]
1 SILK

2 Fxx[RK]X[RK]
1 SILK

/

/

3 FXx[RKI]X[RK]
7 FxX[RK]X[RK]
/

6 Fxx[RK]X[RK]
2 SILK

4 Fxx[RK]X[RK]
1 FXX[RKIX[RK]
4 Fxx[RK]X[RK]
1 SILK

2 Fxx[RK]X[RK]
7 FXx[RKIX[RK]
1 SILK

1 FXX[RK]X[RK]
1 SILK

1 Fxx[RK]X[RK]
/

6 Fxx[RK]X[RK]
2 SILK
/

/
1 Fxx[RK]X[RK]
3 Fxx[RKI]X[RK]
2 Fxx[RK]X[RK]
/

1 Fxx[RK]X[RK]
/
1 FXx[RK]X[RK]
/

1 Fx[RK]X[RK]
1 SILK

/

2 Fxx[RK]X[RK]
2 Fxx[RKIX[RK]
2 Fxx[RK]X[RK]
4 Fxx[RK]X[RK]
1 SILK

/
2 Fxx[RKIX[RK]

1 SILK
/

1 Fxx[RK]X[RK]

Unknown function
Unknown function
Unknown function

Unknown function
Unknown function

Unknown function
Proteolysis
Transcription

Unknown function
Unknown function

Translation
DNA maintenance

Unknown function
Unknown function
RNA metabolism

Proteolysis

Unknown function
Unknown function
Unknown function

Unknown function
Unknown function

Unknown function

Unknown function

DNA maintenance

Unknown function

Unknown function
Unknown function
Unknown function
Unknown function

Unknown function
Unknown function

Unknown function

Unknown function

Kinase
Translation

Unknown function

Metabolism

Unknown function
Metabolism
Pathogenicity
Unknown function

RNA metabolism

Unknown function

Unknown function
Transcription

Unknown function



PF3D7_1322100
PF3D7_1364300
PF3D7_1366300
PF3D7_1367500

PF3D7_1406200
PF3D7_1411500

PF3D7_1413000
PF3D7_1417300

PF3D7_1460500°

variant-silencing SET protein (SETvs)

pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase
PRP16 (PRP16)
conserved Plasmodium protein, unknown function

NADH-cytochrome b5 reductase, putative

conserved Plasmodium protein, unknown function
conserved Plasmodium protein, unknown function
conserved Plasmodium protein, unknown function

cysteine protease ATG4, putative (ATG4)
conserved Plasmodium protein, unknown function

KRNVSF (1517-1522)
RKMVQF (941-946)

KKVVKF (3301-3306)
KKKVQF (3740-3745)
KKHVHF (157-162)

KKMVSF (552-557)

KKQVSF (45-50)

KKKVSF (325-330)
KKNVQF (344-349)
KKKVRF (861-866)
RKTVSF (379-384)

3 FXx[RKI]X[RK]
1 SILK
1 Fx[RK]X[RK]
1 SILK
3 Fxx[RKIX[RK]

1 SILK

2 Fxx[RKI]X[RK]
2 Fxx[RKI]X[RK]
1 Fxx[RK]X[RK]

2 Fxx[RK]X[RK]
1 Fxx[RK]X[RK]

DNA maintenance
RNA metabolism
Unknown function
Metabolism

Unknown function
Unknown function
Unknown function

Proteolysis
Unknown function

& Annotations available on PlasmoDB database (v24).
® The RVXF™ binding motifs corresponding to the [KR][KR][[ACHKMNQRSTV]V[CHKNQRST][FW] consensus sequence were indicated.

© 2 different binding motifs with PP1 were scanned :

Fxx[RK]X[RK]
SILK=[GS]IL[RK]

d Biological functions were based on confirmed or putative functions indicated on PlasmoDB.

€ Shared proteins isolated by Y2H and in silico screenings.



Table S5. Recombinant proteins produced

PlasmoDB Name Fragment Recombinant proteins In frame with  Motifs RVXF or RVxFS! and
Accession number produced (a.a.)  purification GAL4AD Fxx[RKIX[RK] (Position a.a.)
Affinity MS- PF3D7_0608800 ornithine aminotransferase (OAT)  4-403 - KTVKF (405-409)
MS
PF3D7_0708400 heat shock protein 90 (HSP90) 301-470 + FENRKK (371-376)
PF3D7_0818900 heat shock protein 70 (HSP70) 389-585 + RLVNF (248-252)
FKRKNR (257-262)
PF3D7_0827900 protein disulfide isomerase (PDI8) 61-478 + FNKKNK (112-117)
PF3D7_1343000 phosphoethanolamine N- 3-264 + KIIF (103-106)
methyltransferase (PMT)
PF3D7_1462800 glyceraldehyde-3-phosphate 2-337 + KLVSW (312-316)
dehydrogenase (GAPDH)
Y2H screening mal_mito_2 cytochrome c oxidase subunit 1 63-308 - No
(COX1)
PF3D7_0107600 serine/threonine protein kinase, 1107-1401 - Yes
putative
PF3D7_0207500 serine repeat antigen 6 (SERA6) 1-183 - No
PF3D7_0220000 liver stage antigen 3 (LSA3) 1189-1293 + Yes KKVRF (1283-1287)
FDIKDK (1287-1292)
PF3D7_0418300 conserved Plasmodium protein, 72-201 - Yes
unknown function
PF3D7_0520800 conserved Plasmodium protein, 885-1121 - Yes
unknown function
PF3D7_0520900 S-adenosyl-L-homocysteine 236-479 + Yes
hydrolase (SAHH)
PF3D7_0623100 nuclear polyadenylated RNA- 42-262 - Yes FRLRDK (206-211)
binding protein NAB2, putative
PF3D7_0718100 exported serine/threonine protein ~ 1202-1434 + Yes
kinase (EST)
PF3D7_0720700 phosphoinositide-binding protein,  569-961 + Yes FVRRIR (887-892)
putative KIKF (921-924)
PF3D7_0724600 protein kinase, putative 1-118 - Yes
PF3D7_0814000 60S ribosomal protein L13-2, 1-195 - No RVNF (22-25)
putative
PF3D7_0816600 ClpB protein, putative (ClpB1) 875-1070 + Yes
PF3D7_0917900 heat shock protein 70 (HSP70-2) 354-582 + Yes
PF3D7_0919900 regulator of chromosome 920-1108 + Yes KSVSF (980-984)
condensation, putative
PF3D7_1008000 histone deacetylase 2 (HDA2) 835-1055 + Yes
PF3D7_1023400 HORMA domain protein, putative ~ 8-195 - No FEKKRK (28-33)
PF3D7_1031600 conserved Plasmodium protein, 8-182 + Yes KKVQF (38-42)
unknown function (GEXP15)
PF3D7_1130700 structural maintenance of 281-481 + Yes FLRKNR (410-415)
chromosome protein, putative
PF3D7_1202600 conserved protein, unknown 1395-1708 + Yes KQVTF (1400-1404)
function RTVSF (1416-1420)
KKVTF (1492-1496)
KSVSF (1507-1511)
KKVTF (1569-1573)
KTVSF (1658-1662)
FGDKGK (1487-1492)
PF3D7_1205500 zinc finger protein, putative 712-936 + Yes
PF3D7_1227000 conserved Plasmodium protein, 1-163 + No
unknown function
PF3D7_1228600 merozoite surface protein 9 (MSP9) 124-434 - Yes
PF3D7_1229400 macrophage migration inhibitory 1-116 + No
factor (MIF)
PF3D7_1303800 conserved Plasmodium protein, 9123-9270 + Yes
unknown function
PF3D7_1308400 conserved Plasmodium protein, 1800-1941 - No RRVLF (1906-1910)
unknown function
PF3D7_1325800 conserved Plasmodium protein, 818-1070 - Yes
unknown function
PF3D7_1346100 protein transport protein SEC61 198-467 - Yes KGIEF (205-209)
subunit alpha (SEC61)
PF3D7_1358200 conserved Plasmodium protein, 856-1057 - Yes
unknown function
PF3D7_1456500 conserved Plasmodium protein, 1740-2039 - No FLNKIK (1759-1764)

unknown function

FHNKLK (1919-1924)




In silico
screnning

PF3D7_0304300
PF3D7_0305500
PF3D7_0305500
PF3D7_0323300
PF3D7_0404700

PF3D7_0407300
PF3D7_0416900

PF3D7_0526500
PF3D7_0610100
PF3D7_0628100
PF3D7_0628100
PF3D7_0723800
PF3D7_0727500

PF3D7_0804500

PF3D7_0913600
PF3D7_0917500
PF3D7_0930100
PF3D7_1003700
PF3D7_1008100
PF3D7_1029400
PF3D7_1106800
PF3D7_1107700

PF3D7_1109100

PF3D7_1113700
PF3D7_1200100

PF3D7_1220100

PF3D7_1244200
PF3D7_1322100

PF3D7_1364300

PF3D7_1366300
PF3D7_1367500

PF3D7_1460500

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved protein, unknown
function

dipeptidyl aminopeptidase 3
(DPAP3)

transcription factor, putative
conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function
pre-mRNA-splicing factor SLU7,
putative (SLU7)

HECT-domain (ubiquitin-
transferase), putative
HECT-domain (ubiquitin-
transferase), putative
conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium membrane

protein, unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

conserved Plasmodium protein,
unknown function

protein kinase, putative
pescadillo-like protein (PES)
conserved Plasmodium protein,
unknown function

glyoxalase | (Glol)

erythrocyte membrane protein 1,
PfEMP1 (VAR)

pre-mRNA splicing factor, putative

transcription factor Tfb2, putative
variant-silencing SET protein
(SETvs)

pre-mRNA-splicing factor ATP-
dependent RNA helicase PRP16
(PRP16)

conserved Plasmodium protein,
unknown function
NADH-cytochrome b5 reductase,
putative

conserved Plasmodium protein,
unknown function

296-479

3193-3358

3601-3784

2-184

182-356

13-188
1776-1951

462-670

59-229

5231-5409

9739-9925

362-531

47-191

1647-1837

257-418

242-476

935-1150

482-694

741-931

3-191

423-616

121-290

442-646

46-239
7-214

424-617

321-495
1445-1639

830-1025

3644-3807

61-237

266-473

KKKVTF (372-377)
KRNVSF (3283-3288)
KRSVHF (3700-3705)
KKSVSF (139-144)
RKNVTF (261-266)

KKKVHF (97-102)
KRNVHF (1889-1894)

KKCVHF (573-578)
KKKVNF (110-115)
RKSVKF (5331-5336)
KKSVTF (9843-9848)
KKSVQF (461-466)
KKCVSF (139-144)

KKNVHF (1741-1746)

KKMVHF (348-353)
RKAVQF (360-365)
KKTVHF (1051-1056)
KRKVKF (593-598)
RKSVSF (836-841)
KKNVSF (58-63)
KKKVSF (481-486)
KKKVTW (201-206)

RRKVSF (550-555)

KKNVKF (132-137)
RKTVRF (93-98)

KKMVNF (577-582)

RKSVHF (365-370)
KRNVSF (1517-1522)

RKMVQF (941-946)

KKKVQF (3740-3745)
KKHVHF (157-162)

RKTVSF (379-384)

RVxF
mutagenesis

PF3D7_0220000

PF3D7_0919900

liver stage antigen 3 (LSA3)

regulator of chromosome
condensation, putative

1189-1284

920-1108




Table S6. List of primers for recombinant proteins expression.

Accession number Primer Sequence Plasmid Restriction

Orientation enzyme sites
Affinity PF3D7_0608800 F CATCACCACAGCCAGGATCCCGTTAAAGAATTAAAAAGTAGTC pETDuet-1 BamHI-Notl

R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCAATAATTTCAGTACATTCATC

PF3D7_0708400 F CATCACCACAGCCAGGATCCCACAGTTGAACATGAATGG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCCTCGTGGATACCCAAC

PF3D7_0818900 F CACAGCCAGGATCCGAATTCACAAGCAGCCATTTTATCTG pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCTTTCATACATGTTTCAATTTCAG

PF3D7_0827900 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGGTCATTGTAAAAGGCTAATC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGCCGTCTTCAAATTCAGG

PF3D7_1343000 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGCTTTGATTGAAAACTTAAACTC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGGTGGCCTTAAAATAACC

PF3D7_1462800 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGCAGTAACAAAACTTGG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGTTGTTAGTAATGTGTAC

Y2H screening mal_mito_2 F CACAGCCAGGATCCGAATTCACTATATAATATGATATTTACAATT pETDuet-1 EcoRI-Not

R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCAGTATCAACTTCTAAACCAGTA

PF3D7_0107600 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGGGTTAATGTATTATTTCAC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGTATAATCATATGATGCTAAC

PF3D7_0207500 F CACAGCCAGGATCCGAATTCAATGATATGTCCTATTTTTTTCC pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCCCATTATAATTTTTTAAAAGTCC

PF3D7_0220000 F CATCACCACAGCCAGGATCCAGGTTTGGAAGAAGATGATTTAGAAGAAG pETDuet-1 BamHI-Hindlll
R CATTATGCGGCCGCAAGCTTGGTTCCTTATCCTTAATATCAAACC

PF3D7_0418300 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGGATCTGGTGGACCCTG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCCCCTTGTTCATAATCC

PF3D7_0520800 F CACAGCCAGGATCCGAATTCAGAATATGATTTGACATTTGTGC pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCTATGGTTTCACTATCACTATTTC

PF3D7_0520900 F CACAGCCAGGATCCGAATTCAGTGTATGGATGTAGACATTC pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGTATCTGTATTCGTTACTC

PF3D7_0623100 F CACAGCCAGGATCCGAATTCAAACGCTAAAAGTAGCAATG pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGCTATCACTAATTCTTTTATATGTT

PF3D7_0718100 F CATCACCACAGCCAGGATCCGAAAATAGGAGAACAAATTGC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGTTTCTTTTGTTATCTCTTC

PF3D7_0720700 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGATGATGAATACGATAATGG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGTTAATTATAATGTTACTATCC

PF3D7_0724600 F CACAGCCAGGATCCGAATTCAATGTATGTTTATAACAAACAAAATA pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCTAATATTTTAATATTATTCAAATTATAG

PF3D7_0814000 F CATCACCACAGCCAGGATCCGAAAAAAAAAAAAAGAAGATTGTTGA pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCAGCCAATTTAGCTCTACGTAA

PF3D7_0816600 F CACAGCCAGGATCCGAATTCAGATGCAGTACGTAAAAAACCAT pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCACTTTTTGAAAAGTGCAACTTC

PF3D7_0917900 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGATGAAATTGTTTTAGTAGGAG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGATTTTATCAGCTAATTTATCTTTA

PF3D7_0919900 F ACCATCACCATCACGGATCCACAAATAACGAATATGAAGATGAAGAAAG pQE30 BamHI-Hindlll
R AAGCTCAGCTAATTAAGCTTAGTTCTTCCTTTAAAGTGTTATTTTTATTC

PF3D7_1008000 F CACAGCCAGGATCCGAATTCAGATTCTGCTATATCTAATAAATTAAG pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCATCAAATCGATGTATGGAGAAACAA

PF3D7_1023400 F CACAGCCAGGATCCGAATTCATTTATTGAGGCTTTTACTCATC pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCGTGACATTTTTTGGACTTTC

PF3D7_1031600 F CATCACCACAGCCAGGATCCAGGGGAGGAAAATGACTTGGATAAATTC pETDuet-1 BamHI-Hindlll
R CATTATGCGGCCGCAAGCTTGTTAATTCCATTCAATATGGTATTTTTAT

PF3D7_1130700 F CACAGCCAGGATCCGAATTCAGGTCTTTATAAAGAAAATGATTTG pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCTTTTTTCTTTTCATTTAAATAATTC

PF3D7_1202600 F CATCACCACAGCCAGGATCCAGATCTAGATGATGAAAAGAAGAAACAGGTAAC pETDuet-1 BamHI-Hindlll
R CATTATGCGGCCGCAAGCTTCTCGAGTTCTTGCTCAACCTCCTTTAATAATTTAC

PF3D7_1205500 F CACAGCCAGGATCCGAATTCAGTAGTAGATTGTGGTTCTAC pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGTTTGTATTATGCAATGATATGG

PF3D7_1227000 F CACAGCCAGGATCCGAATTCAATGATGGAACTTGAAGAACAAC pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCAACATTGTCGTCTTTTTTTTTTAG

PF3D7_1228600 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGCTCATAAGAAATTAATTAAAGC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGATACCCATATCTAGAATAC

PF3D7_1229400 F CACAGCCAGGATCCGAATTCAATGCCTTGCTGTGAAGTAATA pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGCCGAAAAGAGAACCACTG

PF3D7_1303800 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGGAATTAACAAATTGATTGAC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCCATGGAAACCATGTTC

PF3D7_1308400 F CACAGCCAGGATCCGAATTCATTTATTTTGTACAAATATAAATAT pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCTATTATATTATCTATATTATACTTT

PF3D7_1325800 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGATGTACTTGAAAAAATGC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCAATAGTGTAGACCTC

PF3D7_1346100 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGGTCCTACAACAATAAATAC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGCTTTTTCTTGTTCTTTTAC

PF3D7_1358200 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGTGTATTATATATACATGTGG pETDuet-1 BamHI-Notl



R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCATATGAATAGGAAACCATAC

PF3D7_1456500 F CACAGCCAGGATCCGAATTCAAGAAAATATACTTTTATATTCTAT pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCTATGTGAGATTGGTTAGCTA

In silico PF3D7_0304300 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGATGGAATAATAAAAGATAGAC pPETDuet-1 BamHI-Notl

R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGAAATTTTCCTTTTGTATGTAAAAG

PF3D7_0305500 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGACTTAAAGTTATATAGAGAG pPETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCACGGATATATTATATACAC

PF3D7_0305500 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGAAAGAATATACTCACCAAAT pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCATCATATCATTATCATCTG

PF3D7_0323300 F CATCACCACAGCCAGGATCCGCCTGTATGTTTTAGTACC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGAAATTCCCTTCATTTAGC

PF3D7_0404700 F CATCACCACAGCCAGGATCCGCAGAAAGGTGATGTTTCATATAG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCTGAACAGGAATTTTGTTGG

PF3D7_0407300 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGTAAATAATGATGAAACGTTC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCATAAATAAATACATATAATCATC

PF3D7_0416900 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGAAATTATAACTACCCAATTAATTC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGTTATAATTAAGAATATCTTCATTTG

PF3D7_0526500 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGCCATACGTATTATGAGAGAAG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGTCTCCACATTTATTACCATC

PF3D7_0610100 F CATCACCACAGCCAGGATCCGCTGAAACATCAAAGGTATAAG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGTTTTGGTTGTTCATAATATC

PF3D7_0628100 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGATGCTGTACAAAATGAATAC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCATTTCTTTTGTATTTGCACTG

PF3D7_0628100 F CACAGCCAGGATCCGAATTCGGACATAAAAAAGAAACTACAG pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCATATTTTCATTTTCGTGAGG

PF3D7_0723800 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGATAGTATAAATTATAATGATAAG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCGATTTATCAAGATCTTCC

PF3D7_0727500 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGGATGTAAGTCAAAAATATATG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGTTTGTTTTTCTAGATACCTTTAG

PF3D7_0804500 F CATCACCACAGCCAGGATCCGCTTGTAAATATTCTTTTATATAATTC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCCTTACATCTTTTAATATCAAC

PF3D7_0913600 F CATCACCACAGCCAGGATCCGCATAAGCATTTAATATATATTAACG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCTGTGTACGTAATTTATTTTG

PF3D7_0917500 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGATCATAAAAAGAAAGCACATG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCTTTTCATTAGATTCATTTGTTG

PF3D7_0930100 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGAAGCTCAGTCATTTCTTG pPETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGATATCTATATTTATAGTTTCG

PF3D7_1003700 F CATCACCACAGCCAGGATCCGCATATTAAGGATATTTATGC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCAATTCATATATATCCTTTTC

PF3D7_1008100 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGATAAATATAAAAGAAGCACAAGAAG pPETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCATCTTTTCTATGCTTTTTTTAATTTTC

PF3D7_1029400 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGATAATAAATGTGAAGAAAATG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCTTCATATCTTTTGGTATATTTA

PF3D7_1106800 F CACAGCCAGGATCCGAATTCAGAAACAAAAAAATTCAACAACATGG pETDuet-1 EcoRI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCACAAGAGGATGAAATGGGAAAGTTGTC

PF3D7_1107700 F CATCACCACAGCCAGGATCCGCATATAATAAAAGAACGATATCC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGCTTTGTAGTTCTTGATTCATG

PF3D7_1109100 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGATATATGTAACAATGTACATG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGTAACTAATTTTGATAGGTTC

PF3D7_1113700 F CATCACCACAGCCAGGATCCGCATTTTAATGAGTATAACTTTTCTC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCTTATTTGATTGATCTTCTATC

PF3D7_1200100 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGTGACTGACTATAGTAAAGC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCTTTTCTAATTTATCATTTTCTC

PF3D7_1220100 F CATCACCACAGCCAGGATCCGCCAGATGATACAAATACATTC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCCATAATTTAATTGTTCCATCC

PF3D7_1244200 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGATAAAGCAAATTCTCATCTAC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCGAAAAAGCTTCTCTACTC

PF3D7_1322100 F CATCACCACAGCCAGGATCCGCTTAATATAAAAGAATGTACTG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCTCTTGTAACGATAATAATC

PF3D7_1364300 F CATCACCACAGCCAGGATCCGCAAACTATTGGTATGGATGTATTAC pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGCACCAACTATATGAATAATTATG

PF3D7_1366300 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGGATATGAATCACATCAACATTTAG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCGATATCTGCTTTGTCCTCAAC

PF3D7_1367500 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGAAGAATTAGACACAAAAGAAAAAAG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCAAACGAAAGAAAGGAGTCATTC

PF3D7_1460500 F CATCACCACAGCCAGGATCCGGGTGGTATATATGATCATAATAATG pETDuet-1 BamHI-Notl
R ACTTAAGCATTATGCGGCCGCCGGATTCACTGCAACTTTACTC

RVxF PF3D7_0220000 F CATCACCACAGCCAGGATCCAGGTTTGGAAGAAGATGATTTAGAAGAAG pETDuet-1 BamHI-Hindlll

mutagenesis

CATTATGCGGCCGCAAGCTTATCCTTAATATCAAACCTTACTTACTT



PF3D7_0919900 F GTATAAAAAAAAGTGCGTCCGCTTTTAAG pQE30 BamHI-Hindlll
CTTAAAAGCGGACGCACTTTTTTTTATAC
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Tableau S7. Liste des amorces pour la caractérisation de GEXP15

Nom |Amorce 5’ - 3’ Orientation |Protéine tagguée/Région amplifiée Vecteur Utilisation

P1 GGAGGCCAGTGAATTCGAACAAAGTGTTGAAG F Gal4-AD-PbGEXP15 459 pGADT7 Double hybride chez la

P2 CGAGCTCGATGGATCCGGCCATAACTTTCAAAATC R levure

P3 CGAGCTCGATGGATCCGATCATTAATTTCAAAAGAAC R Gal4-AD-PbGEXP15 4 175 pGADT7 Double hybride chez la
levure

P4 |GGAGGCCAGTGAATTCCAGCAATTAGAGGAAG F Gal4-AD-PbGEXP15 446506 pGADT7 Double hybride chez la

P5 CGAGCTCGATGGATCCGGTTAAGATAATTCACTGTATCG R levure

P6 CATCACCACAGCCAGGATCCAGGGGAGGAAAATGACTTGGATAAATTC F 6His-PfGEXP15 g 1g, pETDuet-1 Protéine recombinante

P7  |CATTATGCGGCCGCAAGCTTGTTAATTCCATTCAATATGGTATTTTTAT R

P8  |ACCACAGCCAGGATCCGGAACAAAGTGTTGAAG F 6His-PbGEXP15 4550 pETDuet-1  |Protéine recombinante

P9 ATGCGGCCGCAAGCTTGCCATAACTTTCAAAATC R

P10 |ATGCGGCCGCAAGCTTATCATTAATTTCAAAAGAAC R 6His-PbGEXP15 , 175 pETDuet-1 Protéine recombinante

P11 |CGAAAAAAAAAAAAAAGGCTCAAGCTTCCGAAAAAAATGAAACG F Gal4-AD-PbGEXP15 4176 kxicaaa pGADT7 Mutagenése dirigée

P12 |CGTTTCATTTTTTTCGGAAGCTTGAGCCTTTTTTTTTTTTTTCG R 6His-POGEXP15 4175 kkkkkaaa pETDuet-1

P13 |GTGGAGGATGGATATGAAGCTGCTGCAAAGCGCCAATTA F Gal4-DBD-PfPP1c F255A/F256A pGBKT7 Mutagenése dirigée

P14 |TAATTGGCGCTTTGCAGCAGCTTCATATCCATCCTCCAC R

P. falciparum

P15 |CATATTTATTAAACTGCAGCATATATACATAAAAAAATGCTGAATG F PfGEXP15 pCAM-KO Knock-out

P16 |GCTCTAGAACTAGTGGATCCGTTCGTTATTATATATAGAATGGTC R

P17 |CATATTTATTAAACTGCAGGTACATAATGAGAGGTTAGAAG F pCAM-GFP Knock-in

P18 |CTTCTCCTTTACTGGATCCATTCTCGTCATCGTTATCATTCTC R

P19 |GTAATTTATGGGATAGCGATTTTTTTTACTGTCTG F pCAM-KO Génotypage

P20 |CCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAG R pCAM-GFP

P21 [CATCACCACAGCCAGGATCCGGAGCAGAAGAATTACAATC F

P22 |CTTTTCTCCATAGGGAAAAGAAG F

P. berghei

P23 |CAAAAAAAGCGCAGATCTGGAGCTTATTAATATGCACGC F UTR 5’ PbGEXP15 pPRFp-TRAD4 [Knock-down conditionnel

P24 |CATTTTAAGCTTCCGCGGCGTACATAGCTATATATATACGC R

P25 |CGTGCCCGATTATGCCGGCGAATGAACAAAGTGTTGAAGTCG F PbGEXP15

P26 |CAAAATTTTAACGCTAGCCTTCCACTTTGTTATTTTTAGAATC R

P27 |GCATTATTATGTGTGTAATTTCTCTCG F 5" UTR PbGEXP15 Génotypage

P28 |CTTTGCTCTTGTCCAGGCGCGAC R

P29 |CTGCAGCAAAATGTCAGGTTACCCCTATGACGTGC F PbGEXP15

P30 |GAGATTCTTGTACTCTTGCTTCCTC R

P31 |AAAGCTGGGTACCGGGCCCGCCGATTAAACCATATTATTATAC F 5’ UTR PbGEXP15 pBS-DHFR Knock-out

P32 |CCTGCAGGCATGCAAGCTTGACTTCAACACTTTGTTCATTC R

P33 |CAATTTCGATATCGAATTCGAAGATGATTTTGAAAGTTATG F 3’ UTR PbGEXP15

P34 |CGGTGGCGGCCGCTCTAGACAGAAAGATATGTCTTGTTC R

P35 |GCAATTCAACCTTTGGGTTATTC F 5" UTR PbGEXP15 pBS-DHFR Génotypage

P36 |GATGTGTTATGTGATTAATTCATACAC R

P37 |CAATGATTCATAAATAGTTGGACTTG F 3’ UTR PbGEXP15

P38 |GTAACAACTAATTCAAATGGATAGTAAG R

P39 |CTCCACCGCGGTGGCGGCCGCGAAGGATATATAGATAAAGATGGG F PbGEXP15-mCHERRY pL1886 Knock-in

P40 |TTCCACCTCCACCGGATCCAATGCCATAACTTTCAAAATCATCTTC R

P41 |GAAAAGGAAAAAGAAGATAAGGCGAATGCGGAAAAGGAAAAAG F Mutagenese dirigée

P42 |CTTTTTCCTTTTCCGCATTCGCCTTATCTTCTTTTTCCTTTTC R

P43 |CTCGCCCTCGATCTCGAACTC R Génotypage

P44 |GAATTGGAGCTCCACCGCGGGAAGGATATATAGATAAAGATGGG F PbGEXP15-AID-HA pG362 Knock-down conditionnel

P45 |CCATCATTCTAGTCTCGAGAATGCCATAACTTTCAAAATCATCTTC R

P46 |GAAAAGGAAAAAGAAGAAGCTTCCGGAGATACGATTCAGAATG F Mutagenese dirigée

P47 |CATTCTGAATCGTATCTCCGGAAGCTTCTTCTTTTTCCTTTTC R

P48 [CCGTCTCTGAGAACCCTCTC R Génotypage

P49 |ACAAAAAAAGCGCAGATCTGTCAATTGGGATATATCATATTGAC F 5°UTR PbPP1 PPRFp-TRAD4 [Immunoprécipitation

P50 |ACATTTTAAGCTTCCGCGGGAAAAGGGTAATGAGTTATGAACATA R

P51 |CGTGCCCGATTATGCCGGCATGGCATTAGAAATAGATATAGATAATG F PbPP1

P52 |CCAAAATTTTAACGCTAGCATTTTCCCCCCATCCATTTATTTCCTTTTC R

P53 |GATGTTCTTTTTTTTGACACATGC F 5‘UTR PbPP1 Génotypage

P54 |CCATCCTCAACAACTTGGTG R PbPP1
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Résumé

L’un des obstacles majeurs au développement de nouveaux antipaludiques est notre
connaissance limitée de la biologie parasitaire et la rareté des cibles thérapeutiques poten-
tielles identifiées. Les interactions protéines-protéines sont impliquées et essentielles dans
divers processus biologiques incluant les modifications post-traductionnelles. Les interac-
tions substrats-kinases ou phosphatases sont considérées comme une liaison transitoire et
jouent un role central et essentiel dans le cycle cellulaire de Plasmodium. La Ser/Thr Pro-
téine Phosphatase de Type 1 (PP1), l'une des phosphatases majeurs des eucaryotes, est
essentielle & la survie du parasite Plasmodium falciparum, responsable du paludisme. Elle
est régulée par diverses sous-unités régulatrices dont plus de 200 ont été identifiées chez
I’'Homme, mais seulement 4 chez Plasmodium.

Afin d’explorer le réseau de régulation de la P. falciparum PP1 (PfPP1), nous avons
utilisé trois approches complémentaires pour caractériser l'interactome de la PfPP1. La
purification par co-affinité suivie d’une analyse par spectrométrie de masse a identifié 6
protéines interagissant avec la PfPP1 dont 3 contenaient le motif consensus d’interaction
RVxF, 2 autres le motif Fxx|RK|x[RK], également connu pour interagir avec la phosphatase
et une protéine avec les deux motifs de liaison. Le criblage par double hybride chez la
levure a identifié 134 protéines dont 30 présentent le motif RVxF et 20 ont le motif de
liaison Fxx|RK]|x|RK]. Le criblage in silico du génome de P. falciparum en utilisant une
séquence consensus du motif RVXF a révélé 55 partenaires potentiels de la PfPP1. Afin de
confirmer l'interaction de certaines protéines, 35 partenaires candidats ont été validés par
un test d’interaction de type ELISA. Les résultats ont permis de détecter aussi bien des
partenaires conservés de la PP1 qu’un nombre élevé d’interacteurs spécifiques a la PP1 du
parasite et montrent une grande diversité dans les fonctions biologiques impliquant la PP1
chez Plasmodium.

Parmi ces candidats, un partenaire appelé Gametocyte EXported Protein 15 (GEXP15)
a été sélectionné et caractérisé. Cette protéine est surexprimée chez les gamétocytes, stade
responsable de la transmission du parasite chez le moustique et son interaction avec la
PP1 a été confirmée par double hybride chez la levure et GST pull-down. L utilisation
d’un mutant a démontré que la formation du complexe était RVxF-dépendante. Le role de
GEXP15, comme activateur de 'activité phosphatase de la PfPP1, a été montré in vitro.
L’étude chez P. berghei, a permis de mettre en évidence la co-localisation des deux protéines
et la présence du complexe chez le parasite. L’exploration de la fonction biologique de
GEXP15 chez P. falciparum et P. berghei est en cours. Les résultats préliminaires, obtenus
a partir de parasites mutants délétés pour GEXP15, indiqueraient que la protéine a une
influence sur le cycle sanguin de P. berghei.

Plasmodium, PP1, interactome, GEXP15, motif RVxF
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