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RESUME

En 2015, plus de la moitié de la population mondiale était exposé au risque de
contracter le paludisme. Avec 212 millions de cas cliniques et 429000 déces
enregistrés, cette maladie infectieuse multifactorielle reste un probléeme de santé
publique majeur, principalement en Afrique subsaharienne qui compte la plupart
de ces nouveaux cas et déces (environ 90 %). La sévérité et le devenir de
I'infection palustre sont influencés par des interactions complexes entre de
nombreux facteurs parmi lesquelles la génétique de I’héte. En effet, les parasites
du paludisme ont exercé une forte pression sélective sur le génome humain dans
les zones endémiques, conduisant a l'accumulation progressive de variations

génétiques touchant les globules rouges mais aussi le systeme immunitaire.

De nombreuses études génétiques ont été menées dans les régions endémiques
afin d’identifier les différents loci impliqués dans la résistance de 1’hote au
paludisme. Parmi celle-ci, une étude de liaison pangénomique conduite au
Burkina Faso a permis d’identifier une liaison génétique significatives entre le
locus 6p21 et la forme simple du paludisme. En plus de leur liaison, plusieurs
polymorphismes trouvés sous le pic de liaison, et plus précisément, au sein du
TNF et du NCR3, ont été indépendamment associés a différents sous-phénotypes
de la forme non compliquée du paludisme comme la parasitémie maximale ou
I'acces fébrile. Parmi ces variants, on retrouve le TNF1304, le TNF-308, le TNF-
238 et le NCR3-412.

Mon projet de these a consisté a :

« Confirmer l'association de ces polymorphismes avec la parasitémie et les
acces palustres simples en les répliquant dans une population congolaise
dans laquelle peu de données génétiques en relation avec les maladies

infectieuses étaient disponibles.

« Caractériser leur effet cis-régulateur par des approches fonctionnelles et

bio-informatiques.

« Déterminer s’il existe une association entre NCR3-412 et le paludisme

sévere.



Dans une premiere partie nous nous sommes intéressés aux SNPs du TNF. Nos
résultats montrent que les polymorphismes TNF-308, TNF-244, et TNF-238 sont
associés a la parasitémie symptomatique maximale ou aux accés palustres
simples. Les approches moléculaires ont permis de montrer que le TNF-244 a un
effet cis-régulateur. En effet, dans les expériences de géne-rapporteur et de gel-
retard, nous avons pu observer une activité du promoteur réduite en présence du
variant A ainsi qu'une fixation altérée de protéines nucléaires en présence de ce
méme variant. De plus, nos analyses bio-informatiques suggerent que le TNF-244
et le TNF-238 agissent en synergie pour modifier le site de fixation pour au

moins un facteur de transcription dont STAT3.

Dans une seconde partie nous nous sommes intéressés au variant NCR3-412.
Nous avons confirmé ici 1'association de ce polymorphisme avec la forme simple
du paludisme ainsi que le nombre d'acces fébrile au Congo. Les approches
fonctionnelles ont également montré qu'il a un effet cis-régulateur. En outre, les
résultats des expériences de géne-rapporteur et de gel-retard indiquent une
activité du promoteur significativement accrue en présence de l'allele G ainsi
qu'une liaison altérée de deux complexes protéiques nucléaires en présence de
l'allele C. Enfin, apres l'identification in silico de facteurs de transcription
candidats, les expériences de pull-down/western blot ont confirmé que STAT4 et
RUNX3 lient la région contenant NCR3-412 avec une plus grande affinité pour
I'allele G. Nos résultats confirment 1'hypothése selon laquelle cette variation
génétique au sein d'un récepteur activateur des cellules NK altere la résistance a
la forme simple du paludisme chez 1'homme. Nous avons donc souhaité
déterminer s'il est impliqué aussi dans la résistance au paludisme sévere dans
une population sénégalaise mais nous n'avons détecté aucune association entre
ce polymorphisme et l'anémie sévere ou le neuropaludisme, suggérant

I'implication d'autres mécanismes.



ABSTRACT

In 2015, nearly half of the world's population was at risk of malaria. With 212
million clinical cases and 429,000 deaths recorded, this multifactorial infectious
disease remains a major public health problem, mainly in sub-Saharan Africa,
which accounts for most of these new cases and deaths (nearly 90 %). The
severity and outcomes of malaria infection are influenced by complex
interactions between many factors including host genetics. Malaria parasites
have exerted a strong selective pressure on the human genome in endemic
areas, leading to the progressive accumulation of genetic variations affecting the

red blood cells and the immune system.

Numerous genetic studies have been conducted in endemic regions to identify
the different loci involved in the host's resistance to malaria. Among them, a
genome-wide linkage analysis conducted in Burkina Faso that showed a
significant linkage between the 6p21 locus and mild malaria attack. In addition
to their linkage, several polymorphisms found under the linkage peak, and more
precisely within TNF-a (coding for a pro-inflammatory cytokine) and NCR3
(coding for an activating receptor expressed at the surface of NK cells), were
also independently associated with different sub-phenotype of mild malaria such
as maximum parasitaemia or febrile attacks. These variants include TNF1304,
TNF-308, TNF-238 and NCR3-412.

In this thesis, we attempted to:

» confirm the association of these polymorphisms with parasitaemia and mild
malaria by replicating them in a population living in the Republic of Congo,
where there are limited human genetic data in relation with infectious

diseases,

* characterize their cis-regulatory effect through functional and

bioinformatics approaches,

» assess the association between NCR3-412 and severe malaria.

In the first part we focused on TNF polymorphisms. Among the 4 polymorphisms
analyzed, we found associations between 3 of them (TNF-238, TNF-244, TNF-

308) and either mild malaria attack or maximum parasitemia. Molecular



approaches showed that TNF-244 has a cis-regulatory effect. Indeed, based on a
luciferase assays and gel retardation experiments, I observed a decreased
promoter activity and an altered binding of nuclear proteins in the presence of
the TNF-244A variant. In addition, bioinformatics analyses suggested a
cooperative effect of TNF-244 and TNF-238 in modifying the binding of at least

one transcription factor, including STAT3.

In the second part we looked at NCR3-412. We confirmed the association of this
polymorphism with both mild malaria and the number of febrile episodes in
Congo. Functional approaches have also shown that NCR3-412 has a cis-
regulatory effect. Indeed, Luciferase assay and EMSA results indicated a
decreased promoter activity and an altered binding of two nuclear protein
complexes in the presence of the NCR3-412C allele. Finally, after in silico
identification of transcription factor candidates, pull-down western blot
experiments confirmed that both STAT4 and RUNX3 bind the region
encompassing rs2736191 with a higher affinity for the G allele. To our
knowledge, this is the first report that explored the functional role of rs2736191.
These results support the hypothesis that a genetic variation within a natural

killer cell activating receptor alters malaria resistance in humans.

We therefore wanted to assess whether this polymorphism is also involved in
resistance to the severe forms of malaria in a Senegalese population, but we did
not detect any association between NCR3-412 and neither severe anemia nor

cerebral malaria, suggesting other mechanisms involved.
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Liste des abréviations

A. aquasalis : Anopheles aquasalis

ACT : Thérapie combinée a I’artémisinine

ADCC : Cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps
ADCI : Inhibition cellulaire dépendante des anticorps

ADN : Acide désoxyribonucléique

AMA-1 : Apical membrane antigen 1

ATPase : Adénosine triphosphatase

Cas 9 : CRISPR associated protein 9

CD81 : Cluster of differentiation 81

CDPKG6 : Calcium-dependant protein kinase 6

CelTOS : Cell-traversal protein for Plasmodium ookinetes and sporozoites
CHMI : Controlled human malaria infection

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité

CPA : Cellule présentatrice de ’antigéne

CSP : Protéine circumsporozoite

CR : Récepteur du complément

CRISPR : Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
DDT : Dichloro diphényl trichloro-éthane

DVS : Dominant vector species

EBA-175 : Erythrocyte binding antigen 175

EEF : Exo-erythrocytic form

EEF2 : Eukaryotic elongation factor 2

EPCR : Endothelial protein C receptor

EPO : Erythropoiétine
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EphA2 : Ephrin type-A receptor 2

GEST : Gamete egress and sporozoite traversal
GPI : glycosylphosphatidylinositol

G6PD : Glucose-6-phosphate déshydrogénase
HSPG : Héparanes sulfates protéoglycanes
HRF : Histidin releasing factor
ICAM-1:Intercellular adhesion molecule 1

IFN : Interféron

Ig : Immunoglobuline

IL : Interleukine

KO : Knock-out

LFA1 : Lymphocyte function-associated antigen
LSA-1 : liver stage antigen-1

Lta : Lymphotoxine «

MAC/PF : Membrane attack complex / Perforin
MCP : Macrophage chemotactic protein

MSP : Merozoite surface protein

NO : Oxyde nitrique

OMS : Organisation mondiale de la santé

Pba : Plasmodium berghei ANKA

Pberghei : Plasmodium berghei

P. chabaudi :Plasmodium chabaudi

P. falciparum : Plasmodium falciparum

P. knowlesi : Plasmodium knowlesi

P. malariae : Plasmodium malariae

P ovale : Plasmodium ovale

19



P. 0. curtisi : Plasmodium ovale curtisi

P. 0. wallikeri : Plasmodium ovale wallikeri

P. vivax : Plasmodium vivax

P. yoelii : Plasmodium yoelii

PAMP : Motif moléculaire associé aux pathogenes

PCA : Protéine C activée

PCR : Polymerase chain reaction

PD-1 : Programmed cell death 1

PGE2 : prostaglandine E2

PLP1 : Perforin-like protein 1

PfATP4 : P, falciparum Ca2+ ATPase 4

PfCDPKS5 : P. falciparum calcium-dependent protein kinase 5
PfCYRPA : P. falciparum cysteine-rich protective antigen
PfEMP1 : P. falciparum erythrocyte membrane protein I
PfPKG : P. falciparum cGMP-dependent protein kinase
PfRHS5 : P. falciparum reticulocyte-binding protein homolog 5
PfRipR : P. falciparum RHb5-interacting protein

PfSPZ : P. falciparum sporozoites

PfSPZ-Cvac : P. falciparum sporozoites - chloroquine vaccination
RONZ2 : Rhoptry neck protein 2

SDRA : Syndrome de détresse respiratoire aigué

SPECT : Sporozoite microneme protein essential for cell traversal
SR-B1 : Scavenger receptor class B type I

STARP : Sporozoite threonine and asparagine-rich protein
TGF : Transforming growth factor

Tth : lymphocyte T folliculaire
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TLP : Trap-like protein

TLR : Toll-like receptor

TNF : Tumor necrosis factor

TRAP : Thrombospondin-related anonymous protein
TSR : Thrombospondin type 1 repeat

VCAMS-1 : Vascular cell adhesion molecule

VIH-1 : Virus de l'immunodéficience humaine 1
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LE PALUDISME

A. LE PALUDISME A TRAVERS L’HISTOIRE

« Des especes, des races se sont éteintes, d'autres ont évolué. Et, si nous ne
pouvons faire la preuve de l'existence de maladies anciennes, aujourd'hui
disparues, du moins restons-nous réveurs devant la continuité de certaines
affections dont le temps, les milieux, le passage sur les étres les plus divers n'ont

pu modifier les caracteres. » Léon Pales (1905-1988).

1. DE L’AUBE DE L’HUMANITE...

Il est dit du paludisme qu’il est aussi vieux que le monde et qu’il a influencé le
cours de I'histoire de I’humanité a de nombreuses reprises, faisant des victimes
parmi rois, conquérants, chefs militaires, membres du clergé et gens du peuple.
Mais qu’en est-il réellement ? Quand est apparu le parasite responsable du
paludisme ? A partir de quand a-t-il infecté ’homme et s’est-il répandu ? Quelles
traces historiques cette maladie infectieuse a-t-elle laissée ? Comment a-t-elle
influencé le cours de I'histoire? Et quelles découvertes majeures les

scientifiques ont pu faire au cours du temps ?

Les questions quand et chez qui, de 1’h6te ou du vecteur, I'ancétre du parasite
palustre est apparu, sont tres controversées. Certains situeraient son apparition
a 1,5 milliard d’années, des lors que de potentiels hétes a parasiter seraient
apparus (Carter & Mendis, 2002). Mais les premieres traces biologiques de
formes pré-parasitaires palustres (Paleohaemoproteus burmacis) sont retrouvées
dans l’abdomen d'un fossile de diptére (Protoculicoides) conservé dans de
I’ambre et datant du Crétacé (Fig. 1) ; ce qui situerait son apparition a au moins
100 millions d’années (G. Poinar & Telford, 2005 ; George Poinar, 2016). D’autres
especes, plus récentes (environ 15 millions d’années) ont été également
retrouvées dans des fossiles de moustiques (Culex malariager), notamment
Plasmodium dominicana en République Dominicaine (Fig.2) (George Poinar,
2005). Les reptiles auraient été les premiers hotes de Plasmodium qui aurait
ensuite évolué et infecté les autres especes vivantes (S. R. T. Jr, 2008; Yotoko &
Elisei, 2006).
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Fig. 1. Fossile de diptére et forme pré-parasitaire de Plasmodium conservé dans de I’ambre.
A. Fossile de Protoculicoides datant de 100 millions d'années, contenant dans son abdomen, de
nombreux oocystes (fleche) du proto-parasite palustre Paleohaemoproteus burmacis conservé
dans de l'ambre. B. Détail des sporozoites de Paleohaemoproteus burmacis. (George Poinar,
2016)

Fig. 2. Fossile de moustique et de Plasmodium dominicana conservé dans de 1'ambre. A.
Fossile de Culex malariager datant de 1'ére tertiaire, infecté par le parasite palustre Plasmodium
dominicana. B. Sporozoites de Plasmodium dominicana émergeant d'oocystes matures présents
dans la cavité abdominale de Culex malariager. (George Poinar, 2016)
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Chez 1’'homme, les especes responsables du paludisme proviendraient des
parasites du gorille (pour Plasmodium falciparum et Plasmodium vivax) et du
chimpanzé (pour toutes les espéces exceptée Plasmodium falciparum), et se
seraient répandues il y a environ 10000 ans avec le début de la sédentarisation
(Carter & Mendis, 2002; Loy et al., 2017).

Quant aux premieres traces historiques faisant références aux manifestations du
paludisme et a leurs causes « surnaturelles », elles remontent a l’antiquité et
sont décrites par de nombreuses civilisations (Carter & Mendis, 2002; F. E. G.
Cox, 2002; Retief & Cilliers, 2006). Elles sont évoquées dans un traité de
médecine traditionnelle chinoise datant de 2700 ans avant ]J.-C. (le Nei Ching) qui
relate des fievres avec élargissement de la rate attribuées a 3 démons: un
portant un marteau (en référence aux maux de téte), un autre portant un seau
d'eau (en référence aux sueurs), et un troisieme entretenant un four bralant (en

référence a la fievre) (Bruce-Chwatt, 1988).

On retrouve aussi des inscriptions cunéiformes mésopotamiennes sur des
tablettes d'argile datant de 2000 ans avant J.-C. qui attribuent 'apparition de la
maladie a Nergal, dieu babylonien représenté par un insecte volant ressemblant
au moustique (Bruce-Chwatt, 1965; Francis E. G. Cox, 2004). Des textes védiques
et brahmaniques du nord de I'Inde (1500-800 avant J.-C.) la qualifie de « Reine
des maladies » provoquée par le Dieu Shiva. Et monuments et écrits de I'Egypte
ancienne, dont le papyrus Ebers rédigé a Louxor en 1570 avant J.-C., y font
référence comme a une maladie associant fievre, frissons et splénomégalie. La
validité de ces dernieres observations est confirmée par différentes découvertes
scientifiques ; a savoir la présence d’antigenes plasmodiaux ou encore d’ADN
ribosomal 18S spécifique du parasite dans des momies datant de 3200 a 1300
ans avant J.-C., y compris la momie de Toutankhamon (Hawass et al., 2010;
Lalremruata et al., 2013; R. L. Miller et al., 1994; Nerlich, Schraut, Dittrich,
Jelinek, & Zink, 2008).

Ce n’est qu’aux alentours du 5°%¢ siécle avant ]J.-C. en Greéce, qu’Hippocrate
définit différentes formes cliniques du paludisme en fonction de la périodicité des
fievres : febris tertiana (tous les trois jours), quartana (tous les quatre jours) et
quotidiana. Il reléve aussi une corrélation entre ces fievres intermittentes et les

zones marécageuses ou l'on pensait que l’air était vicié (Bruce-Chwatt & De
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Zulueta, 1980; Cunha & Cunha, 2008; Sallares, 2002). Cette derniere croyance
explique 1’étymologie des diverses dénominations de la maladie : paludisme,
dérivé du latin paludis, signifiant marais ; malaria, la dénomination anglophone,
dérivée de l'italien mal’aria, faisant référence aux miasmes dont on pensait qu’ils

occasionnaient les fievres (Robert S. Desowitz, 1991).

Le paludisme atteint la Rome antique au 2°™ siecle avant J.-C., avec l’arrivée des
soldats carthaginois du général Hannibal Barca, au cours de la seconde guerre
punique (Celli & Celli-Fraentzel, 1933). Néanmoins, I’apogée de I’Empire Romain
permet le drainage des zones marécageuses et le déclin du paludisme. Mais des
sa chute (au 5°"° siecle apres ]J.-C.), les marais réapparaissent et la maladie se
manifeste a nouveau, reflétant ainsi la dépendance du paludisme a l'activité
humaine et au style de vie (Carter & Mendis, 2002). Le parasite se répand
ensuite a travers I’Europe ou il a fait des ravages comparables a ceux qu'il cause
en Afrique aujourd'hui, puis au 16°™ siecle, suite a la conquéte du Nouveau

Monde et le commerce d'esclaves, il atteint les Amériques (Schlagenhauf, 2004).

La seconde guerre punique n’est pas le seul cours de I'histoire que le paludisme
ait bouleversé. De nombreux guerriers y ont succombé apres avoir quitté le
front. Et dans de nombreux conflits, plus de troupes ont été anéanties par le
paludisme que par le combat. En 1167, par exemple, I’'armée de Frédéric Ier de
Hohenstaufen, dit Frédéric Barberousse, est décimée par le paludisme, ce qui le
contraint a rentrer en Allemagne (Nicholas, 2014; Sallares, 2002). Au cours de la
guerre d'indépendance américaine, le paludisme touche autant les troupes
britanniques qu’américaines (Earle, 1979; Russell, 1968). Et au cours de la 1
Guerre Mondiale, au moins 1,5 million de soldats sont infectés, avec une
mortalité allant de 0,2 a 5 % (Brabin, 2014). Les ravages causés par le paludisme
durant ces guerres ont, en contrepartie, stimulé la recherche scientifique ; dans
un premier temps pour mieux le comprendre et dans un second temps pour

mieux le traiter.

Ainsi, en 1880, Charles Louis Alphonse Laveran, médecin militaire francais, met
en évidence l’'agent responsable du paludisme dans le sang de ses patients ;
découverte confirmée par Osler (en 1882), Abott (en 1885) et Sternberg (en
1886). En 1886, Camillo Golgi, neurophysiologiste italien, nomme plus

précisément Plasmodium vivax et Plasmodium malariae, deux espéces
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responsable du paludisme humain. Cette découverte est suivie en 1889, par la
description du parasite humain responsable des formes séveres : Plasmodium
falciparum par Celli et Marchiafava ; et en 1922 de Plasmodium ovale par
Stephens (J. W. W. Stephens, 1922). Des premiers cas isolés de paludisme humain
causé par un parasite simien, Plasmodium knowlesi, sont observés en Malaisie
en 1965, mais ce n’est qu'en 2004 que ce parasite est reconnu comme la
cinquieme espéce responsable d’infections humaines (Chin, Contacos, Coatney,
& Kimball, 1965; Jongwutiwes, Putaporntip, Iwasaki, Sata, & Kanbara, 2004; B.
Singh et al., 2004).

Les découvertes relatives au vecteur et au cycle du parasite débutent avec
Patrick Manson qui, en 1894, émet I’'hypothese que le moustique transmet le
parasite a I’homme. Ses hypothéses sont démontrées par son éleve Ronald Ross,
un autre médecin militaire. Ce dernier remarque en 1897, des oocystes dans les
glandes salivaires d’un moustique, puis, ’année suivante la transmission de
sporozoites aviaires par des anopheles infectés a des oiseaux. Au méme moment,
trois chercheurs italiens Giovanni Battista Grassi, Amico Bignami et Giuseppe
Bastianelli décrivent les étapes de développement du parasite humain dans le
moustique (Bruce-Chwatt, 1988; Capanna, 2006; F. E. G. Cox, 2002; Yoeli, 1973).

Quant aux recherches de traitement et moyen de lutte antipaludique, elles
débutent en 1820 avec Pelletier et Caventou qui isolent la molécule de quinine a
partir d’écorces de quinquina. Cet arbre originaire du Pérou était utilisé par les
indiens pour traiter les fievres. Ses propriétés curatives furent découvertes lors
de la conquéte du Nouveau Monde en 1630 par des missionnaires jésuites
(Meshnick & Dobson, 2001).

En 1891, Paul Ehrlich découvre un composé synthétique toxique pour le
Plasmodium : le bleu de méthylene (Krafts, Hempelmann, & Skorska-Stania,
2012). Mais ce sont les premiere et seconde guerres mondiales, qui vont jouer un
role déterminant dans le développement d’antipaludéens de synthese, a savoir la
chloroquine, la sulfadoxine-pyriméthamine ou encore la méfloquine, et ceci dii a
I’occupation des principales régions ou sont retrouvés le quinquina par I'une ou

I’autre des armées (Meshnick & Dobson, 2001).

Parallelement, les stratégies de lutte anti-vectorielles sont développées. Ainsi, en

1939, Muller découvre les propriétés insecticides du DDT (Dichloro Diphényl
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Trichloro-éthane), un composé synthétisé pour la premiere fois en 1874 par

Othmar Zeidler, un chimiste autrichien (Metcalf, 1973).

Lefficacité conjointe de la chloroquine et du DDT conduit 1'OMS a lancer en
1955, un programme mondial d'éradication du paludisme. Malgré 1’éradication
de la maladie dans de nombreux pays, il est abandonné en 1969 (Trigg &
Kondrachine, 1998; WHO, 2008) au vu de la résistance croissante de
Plasmodium a la chloroquine dans différentes régions du monde (Harinasuta,
Suntharasamai, & Viravan, 1965; Moore & Lanier, 1961) et celle des moustiques
au DDT (Raghavendra, Barik, Reddy, Sharma, & Dash, 2011).

La résurgence du paludisme et I'augmentation rapide de la mortalité due a une
perte d’efficacité des traitements antipaludéens donne naissance en 1969, a un
nouveau projet chinois de controle du paludisme : le projet 523. En 1972, apres
avoir entrepris une étude systématique de plus d’'une centaine de plantes
meédicinales chinoise, Tu Youyou, la responsable scientifique de ce projet et son
équipe mettent en évidence les propriétés antipaludiques de l’artémisinine. Cette
molécule, issue du Qinghao, a pour la premiere fois été décrite pour son action
sur les symptémes du paludisme par Ge Hong vers 317-420 apres J.-.C (Tu,
2016).

Ainsi, des 2001, I'OMS recommande une nouvelle thérapie : I'’ACT qui consiste a
combiner l'artémisinine, avec un ou deux autres antipaludéens. Les ACT
montrent une grande efficacité (Nosten et al., 2000). Mais, assez rapidement des

résistances a ce nouveau traitement apparaissent en Asie (Phyo et al., 2016).

2. A NOS JOURS

Aujourd’hui, grace aux différentes découvertes scientifiques ayant permis une
meilleure compréhension de la maladie, du parasite, de son vecteur et de 1'hote,
et grace aux moyens déployés dans la lutte contre le paludisme au niveau de la
recherche scientifique et des mesures engagées par les différentes institutions
mondiales (notamment, l'accessibilité aux moustiquaires imprégnées
d’insecticide, l'intensification rapide des tests de diagnostic et une plus grande
disponibilité des médicaments antipaludiques), le nombre de cas de paludisme
enregistré dans le monde entre 2000 et 2015 a diminué de 18 % et la mortalité y
étant associée a quant a elle diminué de 48 % (Nation Unis, 2015; WHO, 2016a).
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Quatre-vingt-onze pays et territoires sont aujourd’hui considérés comme

endémiques pour le paludisme contre 108 en 2000 (Fig. 3).

Malgré ce recul, le paludisme reste un immense fardeau de santé publique avec
212 millions de cas et 429 000 déces associés en 2015. LAfrique est la région la
plus impactée avec 88 % des cas et des déces liés au paludisme, suivie par 1’Asie
du sud-est (10 %), la Méditerranée orientale (2 %) et I’Amérique centrale et du
sud (<1%). En Afrique, la population n’ayant pas acces aux outils permettant de

prévenir et de traiter la maladie se compte encore par millions.
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Fig. 3. Pays d'endémie palustre en 2000 et 2016. D’apres (WHO, 2016b)

Mais qu’en est-il des avancées et perspectives scientifiques contemporaines dans

la lutte antipaludique ?
Trois axes majeurs sont ciblés :

« le contréle des vecteurs : La modification des capacités du moustique en

tant que réservoir est devenue la piste privilégiée dans la stratégie de
controle des vecteurs. Avec l'avenement des technologies d’édition du
génome de type CRISPR-Cas9, deux approches principales ont pu étre
envisagées et développées :la méthode de suppression des populations de
moustiques, par laquelle les moustiques sont modifiés de sorte que toute
progéniture soit stérile (Black, Alphey, & James, 2011; Bourtzis, Lees,
Hendrichs, & Vreysen, 2016; Hammond et al., 2016) ; et la méthode
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d'altération des populations de moustiques, par laquelle les moustiques
sont modifiés de sorte que la descendance soit réfractaire a l'infection a
Plasmodium (Burt, 2014; Conduct, Sciences, Studies, & National
Academies of Sciences, 2016; Gantz et al., 2015). Une autre approche
s'inspire de la découverte que les moustiques Aedes aegypti (vecteur de la
Dengue, de la fievre jaune et du virus Zika) infectés naturellement par des
bactéries appartenant au genre Wolbachia ne peuvent pas transmettre le
virus de la Dengue aux hétes humains (Bull & Turelli, 2013). Ainsi, le
symbiote Wolbachia pourrait étre modifié afin de le rendre nuisible a
d'autres parasites au sein du méme vecteur, et d'autres symbiotes
pourraient coloniser les moustiques Anopheles et nuire au Plasmodium (S.
Wang et al., 2012; Wilke & Marrelli, 2015).

les traitements anti-palustres : la nécessité de développer de nouvelles

thérapies face a la résistance croissante de P. falciparum et P. vivax aux
traitements actuels, a entrainé le développement de partenariats public-
privé et l'utilisation d'approches haut-débit afin d’identifier de nouvelles
molécules pharmacologiques et leurs cibles potentielles. Ainsi, en 2009,
GlaxoSmithKline met a disposition de la communauté scientifique, pres de
2 millions de composés potentiellement actifs contre P. falciparum (Gamo
et al., 2010). Parmi ceux-la, 13 533 ont montré une activité inhibitrice de la
croissance du parasite. Ces approches de « cellomique » ont permis entre
autres d’identifier le Cipargamin (actuellement en essai clinique), un
composé liant la pompe a sodium ATPase (PfATP4) exprimée sur la
membrane plasmique du parasite, qui, en rompant 1’homéostasie du
sodium bloque le développement des formes asexuées sanguines du
parasite et sa transmission au moustique (Spillman et al., 2013) ; ou encore
le composé DDD107498 qui lui, cible un facteur d'élongation de la
traduction (EEF2) de P. falciparum et est actif contre de nombreuses

étapes du cycle du parasite (Baragana et al., 2015).

la vaccination : un vaccin idéal contre le paludisme ciblerait des antigenes

conservés entre les différentes especes et souches de Plasmodium afin
d’induire une protection stérile permanente. Mais, la complexité de
Plasmodium rend cette conception de vaccin idéal inaccessible. En effet, la

plupart des antigenes parasitaires sont tres polymorphes, et ceux qui sont
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B.

conservés pourraient étre peu immunogenes. La recherche actuelle de
vaccin vise donc spécifiquement les especes les plus répandues et
dangereuses de Plasmodium (i.e P. falciparum et P. vivax) (Birkett, 2016).
Ces vaccins utilisent des antigenes protéiques recombinants qui ciblent
différentes phases du cycle de vie parasitaire. Le vaccin en stade clinique
le plus avancé (phase III, et un projet pilote visant a vacciner 720000
enfants au Kenya, au Ghana et au Malawi d’ici 2020) est le RTS, S/ASO1.
Ce vaccin contient une protéine recombinante de stade pré-érythrocytaire
composé d’antigenes de la protéine circumsporozoite de P. falciparum et
de I'hépatite B. L'essai clinique de phase III du RTS,S/ASO1 montre que,
malgré la diminution de moitié du nombre d’acces chez les enfants agés de
5 a 17 mois la premiere année suivant 1’administration des 3 premieres
doses, 'efficacité passe a seulement 26 % a l'issue de 1’essai clinique (soit
48 mois apres vaccination). Le RTS,S/ASO1 n’agit donc pas au long terme
(Greenwood & Doumbo, 2016; Mahmoudi & Keshavarz, 2017; RTS,S
Clinical Trials Partnership, 2015). Une autre piste vaccinale couplant
I’administration de chloroquine a celle de sporozoites vivants atténués, le
PfSPZ-Cvac (P. falciparum sporozoites - chloroquine vaccination), a montré
un niveau de protection élevé lors d’une étude clinique dans laquelle 3
groupes de 9 volontaires ont été soumis a une infection palustre controlée
(CHMI) apres avoir recu 3 doses différentes de vaccin. Les 9 volontaires du
groupe ayant regu 3 injections de 5.12 x 10* PfSPZ ont montré une
immunité protectrice complete pendant 10 semaines (Mordmiller et al.,
2017).

LES PROTAGONISTES

Le paludisme est une maladie infectieuse causée par des parasites protozoaires

du genre Plasmodium qui sont transmis par la piqlre d’'un moustique femelle

infecté du genre Anopheles lors de son repas sanguin. La sévérité de la maladie

dépend de multiples facteurs liés aux différents protagonistes : 1'hote, le vecteur

et le parasite. Ces facteurs et leur impacts seront développés dans un chapitre

ultérieur.

33



1. LE VECTEUR

Il existe environ 500 especes différentes de moustiques Anopheles dont 70
peuvent transmettre le paludisme a I'homme. Parmi celles-ci, seulement 41 sont
considérées comme des vecteurs d'importance majeure (DVS : Dominant Vector
Species), c'est-a-dire responsables de la majorité des infections humaines
(Autino, Noris, Russo, & Castelli, 2012). Ce qui rend ces derniers plus dangereux

sont :

« une durée de vie plus longue (permettant au parasite de finir son

développement)
* une plus grande robustesse face au changement climatiques

« leur caractere anthropophile (c'est-a-dire leur propension a effectuer leur

repas sanguin préférentiellement sur I’homme plutot que sur I’animal)

« leur caractere endophile (c'est-a-dire leur propension a effectuer leur repas

et se reposer a l'intérieur des habitations)

Seules les femelles Anopheles sont hématophages et transmettent la maladie.
Ces dernieres se nourrissent de repas sanguin nocturnes (principalement du
crépuscule au lever du jour), afin de procurer protéines essentielles aux
développement de leurs ceufs. Les larves d’anopheles se développent ensuite
dans les collections d’eau, principalement eau douce non polluée. Ainsi, en
fonction de la nature des sols, de la fréquence des pluies, de la température, la
végétation naturelle ou encore l'exploitation de l'environnement par 1'homme
comme l’agriculture, ces collections d’eau seront plus ou moins propices au

développement des especes vectrices (WHO, 2013).

Leur attraction par I’h6te humain serait quant a elle déterminée par I’émanation
par 1'hote de différents stimuli chimiques et odorants. Ces stimuli seraient une
conséquence de la capacité du parasite palustre a modifier I’émission de facteurs
chimiques par 1'hote afin d’attirer le moustique et se propager (Correa,
Coronado, Garrido, Durant-Archibold, & Spadafora, 2017; De Moraes et al.,
2014; Kelly et al., 2015; Lacroix, Mukabana, Gouagna, & Koella, 2005).
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Mais ce n’est pas le seul comportement que manipule le parasite pour se
répandre. En effet, il est aussi responsable de I’augmentation de la fréquence des

repas sanguins du moustique (Koella, Sgrensen, & Anderson, 1998).

Quant a la répartition géographique des vecteurs d’importance majeure, elle est
illustrée Fig. 4. On retrouve principalement : le complexe Anopheles gambiae en
Afrique, Anopheles atroparvus en Europe et Moyen-orient (méme si le paludisme
est éradiqué dans ces régions), Anopheles darlingi en Amérique, Anopheles
stephensi, le complexes Anopheles culicifacies et Anopheles farauti, et
Anopheles lesteri en Asie (Autino et al., 2012; Sinka et al., 2012).

2. L’AGENT PATHOGENE

Les Plasmodium sont des eucaryotes unicellulaires appartenant au phylum
Apicomplexa, nommé ainsi a cause du complexe apical leur permettant d’envahir
les cellules hotes. Il existe plus de 150 especes de Plasmodium dont cing sont

responsables de la maladie chez I’homme :

« Plasmodium falciparum : la plus dangereuse des 5 especes, elle est

responsable de la majorité des formes séveres et des déces liés au
paludisme en Afrique subsaharienne, avec un pic de mortalité d’environ 1
million de morts sur le continent africain en 2003 (Gething et al., 2016). P.
falciparum ne sévit pas qu’en Afrique, il est aussi retrouvé dans les régions
tropicales de part le monde (Fig. 5). La sévérité liée a cette espece est due
a une propriété distinctive non partagée avec aucun autre Plasmodium
humain; a savoir celui de la séquestration. Dans le cadre du cycle sanguin
asexué de 48 heures, les formes matures changent les propriétés de
surface des globules rouges infectés, ce qui les amene a adhérer aux
vaisseaux sanguins (processus appelé cytoadhérence). Cela conduit a une
obstruction de la micro-circulation et entraine une dysfonction de multiple

organes, mais plus généralement du cerveau dans le neuropaludisme.

« Plasmodium vivax : cette espece a une répartition géographique plus

étendue que P. falciparum, a savoir en Asie, en Amérique du sud et en
Océanie (Fig.5). Cette distribution peut s’expliquer par le fait que P. vivax
peut se développer dans le vecteur a des températures plus basses ; il peut

survivre a des altitudes plus élevées et dans des climats plus frais et enfin
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il peut rester en phase de dormance dans le foie sous forme d’hypnozoites
pendant des années. Bien que des cas de paludisme a P. vivax sont
recensés en Afrique, le risque d'infection avec cette espece est assez faible
en raison de l'absence dans de nombreuses populations africaines du gene
Duffy ; un géene produisant une protéine nécessaire a P. vivax pour envahir

les érythrocytes (Howes et al., 2015; Mercereau-Puijalon & Ménard, 2010).

Plasmodium ovale : cette espece comprend 2 sous-especes identiques

morphologiquement mais différentes génétiquement : P. 0. curtisi et P. o.
wallikeri (parfois nommées 5™ et 6°™¢ espece capable d’infecter un hote
humain). Ces sous-especes présentent aussi une différence clinique
principale, a savoir la durée de latence entre l'infection et ’apparition des
symptomes ; P. 0. wallikeri ayant la durée de latence la plus courte. Elles
sévissent principalement en Afrique intertropicale du centre et de 1'Ouest,
ainsi qu’en Asie (Fig. 6), ou elles provoquent des fievres bénignes avec des
rechutes tardives (environ 5 ans) (Autino et al., 2012; Calderaro et al.,
2013; Rutledge et al., 2017; Sutherland, 2016; Zaw & Lin, 2016).

Plasmodium malariae : on retrouve cette espece en Afrique subsaharienne,
dans une grande partie de l'Asie du Sud-Est, en Indonésie, dans de
nombreuses iles du Pacifique occidental et dans les régions du bassin
amazonien d'Amérique du Sud (Fig. 6) (Rutledge et al., 2017; Sutherland,
2016). P. malariae est le parasite palustre humain le moins étudié car il
provoque peu de complications (atteintes rénales : syndrome néphrotique,
dommage glomérulaire...) et n'est souvent pas diagnostiqué (Rayner,
2015). Responsable de fievres quartanes (tous les trois jours), Plasmodium
malariae provoque des rechutes tardives (jusqu’a plus de 20 ans) mais pas
a partir de parasites persistants au stade hépatique (hypnozoites), comme
c’est le cas pour P. vivax et P. ovale, mais au stade sanguin (W. E. Collins &
Jeffery, 2007).

Plasmodium knowlesi : cette espéce transmise par un moustique infecté

par un singe (transmission zoonotique) est surtout présente dans le sud-est
de I'Asie (Fig. 7) (Shearer et al., 2016). La parasitémie a P. knowlesi est
associée aux formes séveres voire mortelles du paludisme (Millar & Cox-
Singh, 2015).
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Fig. 6. Répartition géographique de P. ovale et P. malariae en 2016. Basée sur (Rutledge et al., 2017)
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Réservoir infectieux confirmé

Conditions favorables & un réservoir
Non applicable

Conditions non favorables & un réservoir

Fig. 7. Répartition géographique de P. knowlesi en 2014. Adaptée de (Moyes et al., 2014)

P. falciparum et P. vivax sont les especes les plus courantes et celles responsables
de la plupart des cas de paludisme humain. En effet, selon 'OMS, en 2015, 99%
des déces sont dus au paludisme a P. falciparum. Les infections a P. vivax, quant a
elles, seraient a 1'origine d’environ 3100 déces en 2015, dont 86 % hors Afrique.
(WHO, 2016a).

3. CYCLE ET TRANSMISSION DE PLASMODIUM

Le cycle de Plasmodium est complexe et se déroule successivement chez deux
hotes : 'Homme ou hote intermédiaire (phase asexuée ou schizogonique) et
I’anophele ou hote définitif (phase sexuée, encore appelé développement

sporogonique) (Fig.8).

Le cycle chez I'h6te humain, se divise aussi en deux phases de multiplication

asexuée :

« la phase hépatique ou exo-érythrocytaire, qui correspond a la phase

d’incubation, cliniquement asymptomatique

« la phase sanguine ou érythrocytaire, responsable des manifestations

cliniques de la maladie.

39



Héte intermédiaire : 'Homme

Hote deéfinitif : le moustique
Phase sexuée

Phase asexuée

Migration des sporozoites
vers le foie

Hépatocytes —— Q
k a Rupture des oocystes et
\’% 9 libération des sporozoites
Hypnozoites E dans I'hémalymphe
{stade de dormance
hepatique de

P. vivax et P. ovale)

| -'__,...--'——). Invasion des globules rouges
-

- Globules rouges

Lumiére du
tube digestif

Trophozoite immature
(anneau)

Trophozoite mature|

Transmission au moustique

Fig. 8. Cycle simplifié du développement de Plasmodium chez I'héte intermédiaire et définitif. Les parasites sous forme
de sporozoites sont inoculés dans le tissue sous-cutané de 1’hote lors de la piqtire de la femelle Anopheéle. Ils pénétrent dans
le systéme vasculaire et migrent vers le foie ou ils infectent les hépatocytes. Au sein de ces hépatocytes, ils se divisent et se
différencient pour former le mérosome qui rejoint la circulation sanguine ot il se rompt et libére des milliers de de parasites
maturés sous forme de mérozoites. Chez certaines espéeces de Plasmodium (P. vivax et P. ovale), certains sporozoites ne se
divisent pas et restent quiescents sous forme d'hypnozoites dans les hépatocytes. Les mérozoites libérés dans la circulation
sanguine, eux, envahissent les globules rouges au sein desquels ils se multiplient. A 1'issue de cette multiplication, le globule
rouge est détruit et de nouveaux mérozoites sont libérés. Certains d'entre eux envahissent de nouveaux érythrocytes, d'autres
sont reprogrammeés pour subir une gamétocytogenese. Pendant environ 15 jours, les gamétocytes sont séquestrés a 1'intérieur
de la moelle osseuse ou ils se développent. Une fois matures, ils entrent dans la circulation périphérique pour étre ingérés par
un moustique lors de son repas sanguin. Chez le moustique, les gamétocytes ingérés maturent sous forme de microgamete
male et macrogameéte femelle. La fusion de ces gameétes forme un zygote qui se développe en ookinéte mobile. Ce dernier
migre a travers 1'épithélium de la muqueuse intestinale et s'enkyste pour devenir un oocyste ou la réplication sporogonique
asexuée se produit. La rupture de cet oocyste libére des sporozoites mobiles qui se déplacent vers les glandes salivaires ot ils
pourront étre injectés lors d'un nouveau repas sanguin. Adaptée de (Josling & Llinas, 2015)
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3.1 CYCLE SEXUE CHEZ L’HOTE DEFINITIF

Lors d’un repas sanguin sur un individu infecté, I’anophele femelle ingére des
gamétocytes, les formes sexuées males et femelles du parasite. Dans la lumiere
du tube digestif de l’anophele, ces gamétocytes subissent une chute de
température, un changement de pH et une exposition a l'acide xanthurénique,
qui déclenchent leur maturation en gametes (Billker et al., 1998; Sologub et al.,
2011). Les gamétocytes males réalisent trois cycles de réplication de leur ADN
pour former un noyau octoploide, suivi de l'assemblage de huit flagelles pour
produire des gametes males sexuellement compétents, qui sont libérés dans un

processus appelé exflagellation (Janse et al., 1988).

Les gametes haploides males fusionnent alors avec les gametes haploides
femelles pour former un zygote diploide mobile : 1'ookinete dans lequel se
produit une recombinaison meéiotique. Cet ookinete quitte la lumiere du tube
digestif pour s’implanter dans 1’épithélium de la paroi stomacale et former
I'oocyste. Suite a de multiples divisions mitotiques, 1’oocyste finit par rompre
pour libérer pres de 8000 sporozoites haploides qui migrent activement a travers
I'hémolymphe vers les glandes salivaires, ou ils résideront jusqu'a ce que le

moustique prenne un nouveau repas sanguin (Sinden, 1999).

3.2 CYCLE ASEXUE CHEZ L’HOMME

3.2.1 STADE HEPATIQUE

Lors du repas sanguin de l’anophele, une dizaine de sporozoites sont injectés
dans le derme de 1'hote (Fig.8, Fig.9). Certains sont détruits par les macrophages
a proximité, d’autres sont drainés au niveau des ganglions lymphatiques ou la
réponse immunitaire de 1'hote est générée ; enfin certains pénetrent dans la
circulation sanguine a I’aide d’'un processus de motilité par glissement(Michael F.
Good & Doolan, 2007; Ménard et al.,, 2013; Silvie, Mota, Matuschewski, &
Prudéncio, 2008; Vaughan, Aly, & Kappe, 2008; Yamauchi, Coppi, Snounou, &
Sinnis, 2007). Ce processus aléatoire, pouvant durer entre 1h et 3h, ne permet
qu’a une petite proportion de sporozoites d'atteindre et de pénétrer un vaisseau

sanguin. C’est la protéine TLP (Trap-like protein) qui joue un role dans cette
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sortie du derme (Heintzelman, 2015). En effet, les sporozoites mutants
dépourvus de cette protéine ont une mobilité par glissement normale mais ne

peuvent pas entrer dans la circulation.

Les sporozoites qui entrent dans la circulation sanguine accedent rapidement au
foie par un processus connu sous le nom de traversée. Ce processus consiste en
une traversée de la barriere sinusoidale hépatique qui comprend des cellules
endothéliales fenestrées et des cellules de Kupffer (macrophages) (Yang &
Boddey, 2017). Les protéines requises pour cette traversée sont SPECT (Ishino,
Yano, Chinzei, & Yuda, 2004), SPECT2 (également connu sous le nom de protéine
de type perforine 1, PLP1) (Risco-Castillo et al., 2015), CelTOS (Kariu, Ishino,
Yano, Chinzei, & Yuda, 2006), GEST, et une phospholipase (Bhanot, Schauer,
Coppens, & Nussenzweig, 2005). La fonction de ces protéines dans la traversée
cellulaire n'est pas entierement résolue. Néanmoins, il a été montré que SPECT?2
possede un domaine d'attaque membranaire de type perforine (MAC/PF), qui
pourrait jouer un roéle dans la perforation des membranes cellulaires de la
barriere sinusoidale. Les sporozoites traversent ensuite ces cellules en formant

une vacuole transitoire.

Une fois la barriere sinusoidale traversée, les sporozoites atteignent les
hépatocytes. La, ils peuvent soit les traverser soit les envahir et se développer en
formes exo-erythrocytaires (EEF). La reconnaissance et l'invasion des
hépatocytes est provoquée par la liaison des sporozoites a des héparanes sulfates
protéoglycanes (HSPG) hautement sulfatées présentes a la surface de ces mémes
hépatocytes. Cette liaison entraine l’activation de la protéine kinase calcium-
dépendante 6 (CDPKG6) du sporozoite et le clivage de 1’extrémité N-terminale de
la protéine parasitaire circumsporozoite (CSP), exposant ainsi son domaine TSR
(thrombospondine de type I) (Coppi et al., 2007, 2011).

D’autres protéines exprimées a la surface des hépatocytes sont impliquées dans
ce processus d’invasion et de développement des EEFs. Les récepteurs CD81 et
SR-B1 sont nécessaires a l'invasion et la formation d'une vacuole parasitophore
au sein des hépatocytes par les sporozoites de P. falciparum (Rodrigues et al.,
2008) . Le récepteur EphA2 est lui aussi impliqué dans la formation de la vacuole
parasitophore grace a son interaction avec les protéines parasitaire p52 et p36
(Kaushansky et al., 2015).
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Cette vacuole est indispensable au développement intra-hépatocytaire des EEFs
qui vont entamer plusieurs cycles de réplication, aboutissant a la formation d’un
mérosome contenant environ 40 000 mérozoites (Sturm et al., 2006). Le
mérosome quitte ensuite le parenchyme hépatique et entre dans la circulation

sanguine. Sa rupture libére les mérozoites qu'il contient dans le sang.

Dans les infections a P. vivax et P. ovale, certains sporozoites intra-hépatiques
restent en état de dormance sous forme d’hypnozoites et sont responsables de
reviviscences tardives, plusieurs mois a plusieurs années apres la piqlire d’'un

moustique infecté.

| L
{
l\_ '\\_\
|

Capillaire | :
Sanguin Sporozoite Drrainage vers les ganglions lymphatiques

tf}%H9$O$D%O$O$O o O-§>O~!>o<
) | |

Vacuole parasitophore

Fig. 9. Cycle exo-érythrocytaire de Plasmodium. Lors de son repas
sanguin, le moustique inocule une dizaine de sporozoites dans le derme.
Ces derniers sont soit détruits par les macrophages du derme, soit
drainés dans les ganglions lymphatiques. Treés peu atteignent les
capillaires sanguin. Une fois dans la circulation, ces derniers migrent
vers le foie et traversent la barriere sinusoidale par glissement. Au sein
des hépatocytes, ils se différencient en formes exo-érythrocytaires et
réalisent plusieurs cycles de réplication. Ceci aboutit a la formation
d’un mérosome, qui entre dans la circulation sanguine, se rompt et
libére plusieurs milliers de mérozoites. Adapté de (Ménard et al., 2013)
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3.2.2 STADE ERYTHROCYTAIRE

Une fois libérés dans la circulation hépatique, les mérozoites envahissent les

érythrocytes dans un processus actif et rapide afin d’échapper au systeme

immunitaire de 1'h6te. Ce processus est composé de 3 étapes principales (Riglar
et al., 2011) :

Attachement au globule rouge et réorientation du mérozoite : cette étape

débute par une interaction initiale entre le mérozoite et 1’érythrocyte. Ce
contact dépend d'un groupe de protéines parasitaires exprimées de fagon
constitutive, les protéines de surface des mérozoites (MSP). Certaines MSP
telles que MSP1, MSP6, MSP7 et MSPDBL1-2 forment un complexe a la
surface du mérozoite permettant la premiere interaction avec les globules
rouges (Kadekoppala & Holder, 2010; Lin et al., 2016). Ainsi, MSP1 a été
montré comme se liant a 1'héparine, qui bloque l'invasion des globules
rouges par les mérozoites de P. falciparum, mais aussi a la glycophorine A,
qui forme un complexe avec la bande 3, suggérant un role de cette
protéine dans la reconnaissance des globules rouges (Baldwin, Li, Hanada,
Liu, & Chishti, 2015; Boyle, Richards, Gilson, Chai, & Beeson, 2010). Le
parasite se réoriente ensuite en présentant son extrémité apicale vers les
globules rouges. Cette réorientation apicale nécessite une interaction de
plus haute affinité. Ce sont les protéines d'invasion sécrétées par les
micronemes et les rhoptries a l'extrémité apicale du mérozoite qui
permettraient cette interaction (M. Koch & Baum, 2016). La sécrétion de
ces protéines serait due a une augmentation de calcium a l'intérieur du
mérozoite déclenchée par un environnement pauvre en potassium, tel
qu'on le trouve dans le plasma sanguin (Shailja Singh, Alam, Pal-
Bhowmick, Brzostowski, & Chitnis, 2010). Parmi ces protéines d’invasion,
on peut citer PfRH5 (rhoptrie), PfRipR (microneme) et PfCYRPA
(microneme) qui forment un complexe protéique essentiel a I’invasion liant
la basigine a la surface du globule rouge (Crosnier et al., 2011; Reddy et
al., 2015; Volz et al., 2016; Wright et al., 2014) ; EBA-175 dont la liaison
avec son récepteur, la glycophorine A, déclenche la libération d’autres

protéines d’invasion importante par les rhoptries dont AMA-1.
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+ Formation d’une jonction serrée et internalisation : cette étape consiste en

un attachement irréversible du mérozoite au globule rouge et a son
internalisation. La formation de la jonction serrée implique principalement
I'interaction de deux protéines parasitaires AMA-1 et RON2. RON 2 est
insérée dans la membrane érythrocytaire par le mérozoite et sert ensuite
de récepteur a AMA-1 (Besteiro, Dubremetz, & Lebrun, 2011; Srinivasan et
al., 2011). La formation de cette jonction déclenche la libération du
contenu des rhoptries, fournissant protéines et lipides nécessaires a la
formation de la vacuole parasitophore et de sa membrane, ce qui permet
d’établir 1'espace dans lequel le mérozoite pourra se développer suite a son
internalisation (Riglar et al., 2011). Cette internalisation est permise par
des protéines TRAP, l'aldolase et le moteur d'actomyosine parasitaire qui

propulse le mérozoite a l'intérieur de I'érythrocyte (Diaz et al., 2016).

« Fermeture de la membrane érythrocytaire et échinocytose : apres la phase
d'invasion active, la fusion des membranes a l'extrémité postérieure du
meérozoite se produit afin de sceller la vacuole parasitophore ainsi que
I'érythrocyte. L'échinocytose suit et provoque le rétrécissement de
I'érythrocyte et la formation de saillies pointues. Cela serait dii a l'influx de
Ca?* dans l'érythrocyte lors de l'interaction du complexe PfRh5 avec la
basigine (G. E. Weiss et al., 2015).

Une fois que le parasite pénetre dans le globule rouge de I'héte, il exporte des
centaines de protéines dans le cytoplasme de ce dernier et a sa surface afin de
permettre l'acquisition de nutriments, 1'adhésion et la séquestration cellulaire
dans les tissues (Boddey & Cowman, 2013; Spillman, Beck, & Goldberg, 2015); il
élimine les déchets d'hémoglobine potentiellement toxiques en les cristallisant
en hémozoine biologiquement inerte (Francis, Sullivan, & Goldberg, 1997) et il
entreprend sa différenciation au sein de la vacuole parasitophore. Au stade de
trophozoite, une intense phase réplicative commence pour donner naissance au
schizonte contenant entre 8 et 32 mérozoites qui sont alors expulsés afin

d'envahir de nouveaux globules rouges.

Le processus d’expulsion des mérozoites est étroitement coordonnée et régulé. Il
implique plusieurs protéines kinases, dont les protéines kinases PfCDPK5 et
PfPKG (C. R. Collins et al., 2013; Dvorin et al., 2010). MSP1 joue également un
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role dans ce processus grace a son activation par la subtilisine 1 a la surface du
mérozoite lui permettant de lier la spectrine (protéine de membrane

érythrocytaire) (Das et al., 2015).

Trophozoite

Méarozoite 0 ﬁ

Globule Rouge

Membrane de la
vacuale parasitophore

Fig. 10. Cycle érythrocytaire asexué de Plasmodium. a. Invasion du globule rouge. b. Différenciation au sein de la
vacuole parasitophore en anneau, c. puis en trophozoite, stade a partir duquel une intense phase réplicative commence. d. Il
donne alors naissance au schizonte, celui-ci apres segmentation montre une forme caractéristique de rosace. e. Gonflement
osmotique des globules rouges. f. Rupture de la membrane de la vacuole parasitophore. g. Ouverture osmotique de pores. h.
Déroulement de la membrane érythrocytaire. i. Ejection rapide de 8 a 32 mérozoites. Adapté de (De Niz et al., 2017)

3.3 TRANSMISSION DE L’HOTE AU MOUSTIQUE

La transmission du paludisme de I'homme aux moustiques dépend du
développement des formes sexuées. Au cours du cycle érythrocytaire, une
proportion des mérozoites libérés sont reprogrammeés pour s’engager dans la
gamétocytogenese. L'ensemble des événements moléculaires responsables de
cette reprogrammation ne sont pas encore identifiés. Cependant, il semblerait
que le moment de transition vers ce développement sexuel se produise avant le
début du cycle érythrocytaire précédant la libération des mérozoites. En effet,
les mérozoites filles d'un méme schizonte s’engagent soit dans la

gamétocytogenese soit dans l'invasion de nouveaux érythrocytes. Les stimuli tels
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qu'une parasitémie élevée ou l'exposition a des médicaments comme la
chloroquine, sont associés a une augmentation de cette reprogrammation
sexuelle, ce qui indique que les parasites peuvent sentir leur environnement
(Josling & Llinas, 2015). La régulation épigénétique est elle aussi essentielle au
contrdle de la différenciation sexuelle, et le facteur de transcription AP2-G est un
régulateur maitre de la gamétocytogenese (Kafsack et al., 2014). La maturation
des gamétocytes de P. falciparum est plus longue en comparaison des autres
especes. Une fois que 'engagement dans cette voie est pris, il faut une quinzaine
de jours pour que les gamétocytes matures se développent. Pendant leur
développement, ils restent séquestrés dans la moelle osseuse afin d’éviter la
clairance splénique (Joice et al., 2014). Une fois matures, ils entrent dans la

circulation périphérique pour infecter le moustique lors de son repas sanguin.

C. LES MANIFESTATIONS CLINIQUES

Une fois infecté par Plasmodium, la réponse de 1’hote peut étre extrémement
variable allant de l'infection asymptomatique, aux acces simples voire séveres
pouvant aboutir a la mort de l'individu. La sévérité de ces manifestations
cliniques est déterminée par des interactions complexes entre 1'hote, le parasite
et les facteurs environnementaux (Fig. 14). Peu d’études impliquant d’autres
especes que P falciparum sont disponibles pour certaines manifestations
cliniques, notamment le paludisme asymptomatique. C’est pourquoi dans cette
partie et celles qui suivront, I'intérét sera porté principalement sur les infections

a P. falciparum.

1. PALUDISME ASYMPTOMATIQUE

Les formes asymptomatiques d'infection se produisent sans symptomes
manifestes, de fait, elles représentent un vaste réservoir caché d'infection active
qui permet la persistance du parasite et sa propagation éventuelle a d'autres

hotes humains.

On comprend mal pourquoi certaines personnes développent des manifestations
cliniques pendant l'infection palustre alors que d'autres restent

asymptomatiques. L'exposition (Daubersies et al., 1996; Day & Marsh, 1991;
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Trape et al., 1994), 1'état de santé général et la condition physiologique de 1'héte,
en particulier les variations de l'immunité, ainsi que la prédisposition génétique
de 1'hote, les facteurs parasitaires impliqués dans la virulence de l'infection ou
encore l’environnement peuvent influencer la progression de l'infection palustre

vers une forme asymptomatique.

Les infections paludéennes asymptomatiques sont fréquentes chez les humains
vivant dans des régions endémiques, y compris dans les milieux a faible
transmission comme au Pérou, au Brésil, en Colombie ou encore dans les Iles
Salomon (Fabiana P. Alves et al., 2002; Fabiana Piovesan Alves et al., 2005;
Branch et al., 2005; Cerutti et al., 2007; Cucunuba et al., 2008; Fugikaha et al.,
2007; Harris et al., 2010; Imwong et al., 2015; Roper et al., 2000; Roshanravan
et al.,, 2003), En effet, dans ces régions, les formes asymptomatiques ont des

prévalences quatre a cinq fois plus élevées que les infections symptomatiques.

Cependant, on sait peu de choses sur les conséquences silencieuses ou a long
terme des infections asymptomatiques sur la santé. Une étude conduite dans la
région de Sumba (Indonésie), a montré que comparativement aux individus non
infectés, les personnes atteintes d'infections asymptomatiques présentent des
niveaux plus élevés de marqueurs d'inflammation, du facteur de von Willebrand
et du facteur plaquettaire 4 mais aussi une numération plaquettaire et un taux
d'hémoglobine plus faibles (de Mast et al., 2015). L'infection palustre
asymptomatique a également été associée a 'anémie chez les femmes enceintes
(Matangila et al., 2014) et les enfants (Maketa et al., 2015), ainsi qu' a la
malnutrition chronique (Maketa et al., 2015) et aux troubles cognitifs chez les
enfants (Nankabirwa et al., 2013).

Mais comment définir le paludisme asymptomatique ?

Il n'existe pas de définition standard de parasitémie asymptomatique, et les
différentes études menées a ce jour ont utilisé une gamme de définitions et de
criteres diagnostiques pour l'identifier. La plupart des définitions impliquent la
détection de parasites asexués ou sexuels, une température axillaire inférieure a
37,5 °C et l'absence de tout symptéme clinique lié au paludisme pendant une
période de temps spécifiée (de Mast et al., 2010; Duarte et al., 2007; Leoratti et
al., 2008; Males, Gaye, & Garcia, 2008). Alors qu'elle n'est pas toujours explicite,
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la parasitémie asymptomatique fait référence aux infections des stades sanguins

et n'inclut pas les stades hépatiques dormants.

Certaines études incluent d'autres criteres, comme la quantification de la
parasitémie. Cette quantification, plutot que de noter la présence ou l'absence de
parasites, peut également étre un facteur important a prendre en considération
lors du diagnostic du paludisme asymptomatique. Cependant, aucun seuil
parasitaire standard permettant de classer une infection comme asymptomatique
n'a encore été défini, et les différentes études utilisent des seuils de densité
parasitaire différents (dalla Martha, Tada, Ferreira, da Silva, & Wunderlich,
2007; Rottmann et al.,, 2006; Touré, Bisseye, & Mavoungou, 2006). D’autres
études, encore, ont utilisé ces seuils (variables) de densité parasitaire pour
définir les cas de paludisme symptomatique, c'est-a-dire que seuls les cas de
fievre dont la densité parasitaire dépassait un seuil prédéterminé ont été
considérés comme des cas de paludisme symptomatique (T. Smith, Schellenberg,
& Hayes, 1994). 1II en résulte une classification de facto des infections fébriles
avec parasitémie de faible densité comme asymptomatiques, leur fievre n'étant

pas statistiquement attribuée a l'infection palustre.

Un autre critére variable entre les différentes études est le suivi longitudinal. La
durée du temps nécessaire pour définir une infection comme asymptomatique,
avant et apres le diagnostic, varie d'une étude a l'autre; plusieurs ont défini
l'infection asymptomatique comme étant 1'absence de fievre mesurée au moment
de l'enquéte, tandis que d'autres ont nécessité jusqu'a 60 jours de suivi sans
symptomes cliniques pour la définir comme telle (Fabiana Piovesan Alves et al.,
2005). Lorsque les périodes de suivi ne sont pas surveillées pour déceler
I'apparition de symptomes, on peut craindre que la parasitémie détectée pendant
la période d'incubation du paludisme ne soit classée a tort comme une infection
asymptomatique (Fabiana P. Alves et al., 2002; Coura, Suarez-Mutis, & Ladeia-
Andrade, 2006; Cucunuba et al., 2008; dalla Martha et al., 2007; de Mast et al.,
2010; Duarte et al., 2007; Harris et al., 2010; Leoratti et al., 2008; Males et al.,
2008; Rojo-Marcos et al., 2011; Rottmann et al., 2006; Suarez-Mutis et al., 2007;
Touré et al., 2006; Vinetz, Li, McCutchan, & Kaslow, 1998), mais étant donné la
courte période entre l'achévement de la période pré-patente et la fin de la
période d'incubation (~1 jour pour P. falciparum et 4 jours pour P. vivax), il s'agit

probablement d'un événement peu fréquent. Dans certaines études, les cas ont
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été exclus s'ils ont signalé une utilisation antérieure de médicaments
antipaludiques pour éviter les infections en cours d'élimination. Laishram et al.
fournissent une liste des criteres diagnostiques qui ont été utilisés dans diverses
études pour définir les cas de paludisme asymptomatique (Tableau 1)(Laishram
et al., 2012).

Enfin, il peut arriver que ces formes asymptomatiques ne soient pas décelées car
non repérées par les méthodes classiques de détection, a savoir la microscopie.
Bien que l'utilisation de la PCR spécifique aux especes n'est pas toujours possible
sur le terrain, c'est un outil puissant pour détecter le paludisme asymptomatique
au sein d'une population. Par exemple, Bottius et al. (Bottius et al., 1996; Dal-
Bianco et al., 2007; de Andrade et al., 1995; Eke & Chigbu, 2006) ont constaté
que jusqu’'a 2/3 des cas de parasitémie non détectée par microscopie chez les
patients, ont pu I’étre par PCR diagnostique, ce qui indique que presque toute la

population était atteinte chroniquement de paludisme asymptomatique.

2. ACCES PALUSTRE SIMPLE

Les symptomes cliniques les plus fréquents d’'un acces palustre non compliqué a
P. falciparum sont : une fievre élevée accompagnée d’une fatigue intense, d’une
sensation de malaise général avec frissons, douleurs musculo-squelettiques,
céphalées, troubles digestifs (nausées, vomissements, diarrhées, douleurs

abdominales) suivis de sueurs (Grobusch & Kremsner, 2005).

La fievre est souvent irréguliere au début d’un épisode palustre simple, jusqu’a
ce que s’instaure la synchronisation des schizontes (qui rompent les érythrocytes
infectés lors d'une infection synchrone au stade asexué du sang) ou la périodicité
des acces fébriles s’établit en fonction des especes de parasites : toutes les 24h
(fievre quotidienne) pour P. knowlesi (Cox-Singh et al., 2008), toutes les 48
heures (fievre tierce) pour P. falciparum, P. vivax et P. ovale, et toutes les 72

heures (fievre quarte) pour P. malariae.

En effet, les acces fébriles palustres sont causés par les parasites du stade
sanguin. La lyse des érythrocytes infectés libere dans la circulation sanguine non
seulement des mérozoites, mais aussi des exoantigenes parasitaires comme

1'hémozoine et le glycosylphosphatidylinositol (GPI).
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Ces exoantigenes sont des motifs moléculaires associés au pathogene (PAMP)
dont il a été démontré qu'ils sont reconnus par les récepteurs de type Toll-like
(TLR), exprimés par des cellules du systéme immunitaire inné (macrophages et
cellules dendritiques), dont l'activation stimule une production de cytokines et
médiateurs pro-inflammatoires pyrogénique [14]. Ainsi, la reconnaissance du GPI
parasitaire par le récepteur TLR2 et celle de 1'ADN plasmodial recouvert
d'hémozoine par le TLR9 entraine une production de TNF-«, d’IL—1B, et d’IL-6
par les macrophages. Ces cytokines pyrogenes traversent la circulation sanguine
pour atteindre les régions thermorégulatrices de I1'hypothalamus ou elles
induisent la production de prostaglandine E2 (PGE2) par les cellules
endothéliales et périvasculaires associées a la barriéere hémato-encéphalique. La
PGE2 se fixe ensuite aux récepteurs EP-3 des cellules nerveuses
hypothalamiques conduisant a une augmentation de la température (Fig. 12)
(Oakley, Gerald, McCutchan, Aravind, & Kumar, 2011).

Au fur et a mesure que la densité parasitaire augmente, la quantité
d’exoantigenes parasitaires et de cytokines pro-inflammatoire augmente, ainsi
que la température corporelle et le risque de fievre. Ainsi, une densité
parasitaire minimale requise pour déclencher la fievre palustre définit un seuil
pyrogénique (Fig. 11). Certaines études proposent que la parasitémie
permettrait de distinguer les acces fébriles palustres des acces fébriles non
palustre, a condition de tenir compte de 1’age et de l'intensité de transmission.
Une étude longitudinale conduite a Dielmo a démontré que le seuil pyrogénique
de la parasitémie varie avec l’age chez les individus continuellement exposés au
paludisme (Rogier, Commenges, & Trape, 1996). Ce seuil est élevé chez les
enfants et diminue chez les adultes. Cette étude avance méme que lorsque la
parasitémie d’un individu donné dépasse le seuil pyrogénique correspondant a
son age, le risque de fievre est multiplié par 44. Il a été démontré que le seuil
pyrogénique des infections a P. falciparum chez les individus non immuns couvre
un large éventail de densités parasitaires allant de 10 a 200 000 parasites/ul de
sang, variant en fonction de l'intensité de la transmission, de 1'age ou de 1'ethnie
hote (Michelle L. Gatton & Cheng, 2002). Dans les zones a transmission élevée,
la maladie clinique n'est pas souvent associée a une parasitémie de P. falciparum
inférieure a 10 000 parasites/ ul de sang. Ainsi, on observe une relation entre

l'augmentation de la densité parasitaire de P. falciparum et la fievre chez les
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enfants dans les zones de transmission élevée (T. Smith, Killeen, Lengeler, &
Tanner, 2004). Cependant, cela n' a pas été démontré dans d'autres régions a
saisonnalité intense ou dans des contextes de faible transmission (Boisier,
Jambou, Raharimalala, & Roux, 2002), remettant en question la fiabilité d’un
seuil parasitémique pour distinguer les accés palustres d’autres causes de fievre
dans ces régions. En outre, des différences significatives ont été observées entre
les seuils pyrogéniques pour différentes souches de P. falciparum (Michelle L.
Gatton & Cheng, 2002), ce qui suggere que certaines souches peuvent induire
une réponse fébrile chez 1'hote a des densités parasitaires plus faibles que
d'autres souches. Ces différences peuvent s'expliquer par les variations de la

virulence des souches dans l'induction d'une réponse inflammatoire.

Acces palustre
Parasites/ul +
100000 H

\
\
\

10000 Seuil
pyrogeénique
1000 +
100 o

10 ~ \-’7

|
Parasitémie asymptomatique

0 =

Fig. 11. Lien entre la parasitémie et les accés palustres. La parasitémie est impliquée dans l'apparition des
symptomes. La densité parasitaire au-dessus de laquelle un acceés fébrile palustre est induit, définit le seuil
pyrogénique. Ce seuil clinique n'est pas fixe, il dépend de l'age, de 1’état d’immunité de 1’h6te ainsi que du niveau
de transmission.
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3. PALUDISME SEVERE

Chez certains individus, l'infection initiale évolue vers un paludisme sévere
pouvant entrainer la mort. La plupart des formes graves sont dues a P.
falciparum, et dans une moindre mesure a P vivax (Anstey, Douglas,
Poespoprodjo, & Price, 2012; Barber et al., 2013; Bassat & Alonso, 2011) et P,
knowlesi (Cox-Singh et al., 2008, 2010; Fatih et al., 2012; Rajahram et al., 2012).
En Afrique, la plupart des déces dus au paludisme sévere surviennent chez les
enfants et se présente sous la forme de trois manifestations cliniques majeures
pouvant survenir séparément ou en combinaison : I'anémie sévere, le paludisme
cérébral et la détresse respiratoire (Marsh et al., 1995; WHO, 2000). D’autres
symptomes age-dépendants détaillés dans le tableau 2 peuvent néanmoins

accompagner ces manifestations (WHO, 2014).

Enfants Adultes

Altération de la conscience +++ ++
Détresse respiratoire +++ ++
Convulsions +++ +

Prostration +++ +++
Etat de choc
(Edéme pulmonaire +/-
Trouble de la coagulation +-
Ictére + +++

Anémie sévére +++ +
Hypoglycémie +++ ++
NI A cidose +++ ++
LG BT Hy perlactatémie ++ ++
Atteinte rénale + +++
Hyperparasitémie ++ +

Tableau 2. Manifestations cliniques des acces sévéres a Plasmodium falciparum chez
les adultes et les enfants et les fréquences associées

3.1 NEUROPALUDISME

Deux mécanismes majeurs, interdépendants, contribuent a la pathogenese du

neuropaludisme (Storm & Craig, 2014; Wassmer et al., 2015) :

« l'obstruction des micro-vaisseaux cérébraux suite a la séquestration des

érythrocytes infectés
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« l'induction d’'une réponse pro-inflammatoire exacerbée et l’activation des

cellules endothéliales

Locclusion vasculaire conduisant au paludisme cérébral est basé sur la capacité
des érythrocytes infectés a étre séquestré dans les micro-vaisseaux cérébraux.
Cette séquestration peut se décomposer en plusieurs phénomenes (Fig. 13) : la
cytoadhérence, la formation de rosettes (interaction de globules rouges infectés
et non-infectés) et la formation d’agrégats plaquettaires (interaction entre
globules rouges infectés d’'une part et avec l’endothélium d’autre part, par

I'intermédiaire des plaquettes) (G. E. R. Grau & Craig, 2012).

Lors de l'infection par P. falciparum, le globule rouge est remodelé par le
parasite provoquant la formation de petites protubérances membranaires
appelées « knobs ». Ces dernieres ont été identifiées comme étant le site de
contact entre les cellules endothéliales et les protéines palustres exprimées a la
surface des globules rouges infectés, notamment PfEMP1 (P. falciparum

erythrocyte membrane protein 1) (Kilejian, 1979).

La cytoadhérence des globules rouges infectés implique la liaison de cette
protéine parasitaire aux molécules d'adhésion exprimées a la surface des cellules
endothéliales, telles qu'ICAM-1, VCAM-1, CD36 ou encore EPCR (Encadré 1) (Q.
Chen, Schlichtherle, & Wahlgren, 2000; Lennartz et al., 2017; Pasloske &
Howard, 1994; Rowe, Claessens, Corrigan, & Arman, 2009; J. D. Smith, Rowe,
Higgins, & Lavstsen, 2013). Cette capacité a lier différents récepteurs hotes est

due au caractere hautement polymorphe des protéines PfFEMP1.

La formation de rosettes est liée a l'interaction des globules rouges infectées via
PfEMP1 aux globules rouges non-infectées via les héparanes sulfates et le
récepteur CR1, mais aussi a la liaison des protéines parasitaires STEVOR et
RIFIN (a la surface des globules rouges infectés) a la glycophorine C et
I’antigene du groupe sanguin A respectivement (a la surface des globules rouges

sains) (Yam, Niang, Madnani, & Preiser, 2017).

A lorigine des phénomeénes d’agrégation plaquettaires, les globules rouges
infectés se fixent via PFEMP1 au CD36 exprimé a la surface des plaquettes ; ces
dernieres son recrutées via le facteur de von Willebrand sécrété par les cellules

endothéliales activées (O’Sullivan, Preston, O’Regan, & O’Donnell, 2016).
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Fig. 13. Mécanismes liés a la cytoadhérence a l'origine du paludisme sévere. Suite a son invasion par Plasmodium, le
globule rouge infecté est remodelé par le parasite qui exprime alors a sa surface des antigénes parasitaires d'une grande
variabilité. Ces antigénes sont responsables de la séquestration des globules rouges infectés dans les capillaires des organes
vitaux. Parmi eux, PfEMP1, dont les nombreux variants sont capables de reconnaitre différents récepteurs a la surface des
cellules endothéliales, bloque le site de liaison de la protéine C dans le récepteur EPCR, empéchant ainsi son activation.
L'absence de protéine C activée entraine une augmentation de la formation de thrombine, ce qui déclenche des signaux pro-
inflammatoires et des signaux de rupture de la barriéere endothéliale, a 1'origine des formes séveres. Ce phénomene est
amplifié par une activation des cellules endothéliale par les cytokines pro-inflammatoires provenant des macrophages
activés par les exoantigénes parasitaires libérés lors de la rupture des schizontes érythrocytaires. Ces antigenes variables de
surface sont aussi a l'origine de la formation de rosettes via l'interaction des protéines parasitaires STEVOR et RIFIN avec
la glycophorine C et I'antigéne du groupe A a la surface du globule rouge sain (PfEMP interagit avec CR1) et d'agrégats
plaquettaires via l'interaction de PFEMP1 avec le CD36 a la surface des plaquettes. Séquestration, rosette et agrégats sont a
P’origine d’une altération du flux sanguin et d’une hypoxie tissulaire Abréviations: Ag-A, antigéne du groupe A; Gly-C,
glycophorine C; GR, globule rouge; GRp, globule rouge parasité; HS, héparane sulfate; vWF, facteur de von Willebrand.

Séquestration, formation de rosettes et d’agrégats plaquettaires sont des

meécanismes mis en place par le parasite afin d’échapper a la clairance splénique.

Lautre mécanisme a 1l'origine du neuropaludisme est l'induction d’une réponse

pro-inflammatoire exacerbée et 1’activation des cellules endothéliales.

En effet, lors de la rupture des érythrocytes infectés de la phase sanguine, des
exoantigénes parasitaires (GPI, ADN/ARN, hémozoine...) sont libérés et activent
les cellules du systéme immunitaire (macrophages, cellules dendritiques) qui
produisent, en réponse, des cytokines pro-inflammatoires pyrogenes (TNF-q,
IL-1B,IL-6, LT« ...) (Fig. 12). Ces cytokines, et plus particulierement le TNF-a et
I'IL-1B, activent les cellules endothéliales, qui vont (Dunst, Kamena, &
Matuschewski, 2017) :

« augmenter 1'expression des molécules d’adhésion telles que CD36, ICAM1
et LFA1 a leur surface, exacerbant ainsi le phénomene de séquestration

des globules rouges infectés, des plaquettes et des leucocytes.

« sécréter a leur tour des cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines,

(par exemple la protéine chimioattractante monocytaire 1(MCP-1)),
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contribuant probablement aussi a l'inflammation locale, et le recrutement

de leucocytes (monocytes, macrophages, neutrophiles et les lymphocytes)

Les cellules endothéliales pouvant elles-aussi sécréter des cytokines et des
chimiokines, l'inflammation locale et l'activation endothéliale pourraient étre

exacerbées.

Encadre 1

Role de l'interaction entre PFEMP1 et EPCR dans le neuropaludisme

Dans les micro-vaisseaux sains, I'EPCR favorise un état de quiescence dans les
cellules endothéliales (c’est-a-dire le maintien de leurs fonctions anti-
coagulante et anti-adhésive) en stimulant l'activation de la protéine C par le
complexe thrombine-thrombomoduline. La protéine C activé (PCA) induit les
voies de signalisation anti-apoptotiques et anti-inflammatoires dans les cellules
endothéliales en clivant PAR1 a Arg46. En outre, la PCA soluble inactive les
facteurs de coagulation FV et FVIII, ce qui entraine un état anti-thrombotique.
Dans les cas du neuropaludisme, PfEMP1 bloque le site de liaison de la
protéine C dans le récepteur EPCR. L'absence de PCA entraine une
augmentation de la formation de thrombine et supprime le mécanisme de
rétroaction négative impliqué dans la régulation de l'inflammation et de la
coagulation. La thrombine déclenche des signaux pro-inflammatoires et des
signaux de rupture de la barriere endothéliale en clivant PAR1 a Arg4l, et
favorise la libération d'angiopoiétine 2 et du facteur de von Willebrand par les
cellules endothéliales. De plus, la thrombine clive le fibrinogene, ce qui
engendre un dépot de fibrine. (Bernabeu & Smith, 2017; Samuel Crocodile
Wassmer & Grau, 2017)

Enfin, un autre acteur immunologique important semble intervenir dans la
pathogenese du neuropaludisme: le Ilymphocyte T CD8+. Les cellules
endothéliales activées, en plus d'une sur-expression d’ICAM-1 permettant de
retenir le lymphocyte T CD8+ via une interaction avec LFA-1 a sa surface, sont
capables de présenter a ce méme lymphocyte des antigenes parasitaires via le
CMH de classe I (Howland et al., 2013; Howland, Poh, & Rénia, 2015). Cette

58



interaction directe entre les cellules endothéliales cérébrales et les lymphocytes
T CD8+ entrainerait leur activation et la libération de perforine (Shaw et al.,
2015). En effet, de nombreuses études expérimentales de paludisme cérébral
murin ont identifié le role pathogéne de ces cellules, proposant différents
mécanismes liés a la libération de perforine, notamment des mécanismes
cytolytique ou apoptotique (Haque et al., 2011; Nitcheu et al., 2003; S. Potter,
Chaudhri, Hansen, & Hunt, 1999; Sarah Potter et al., 2006). Ces expériences
consistaient principalement a comparer la résistance a l'infection par PbA de
souris déficientes en perforine par rapport a des souris contrdles. Elles ont ainsi
montrées que les souris déficientes en perforine ne développaient pas d’atteintes
neurologiques contrairement aux souris contréles. De récents travaux conduits
également chez la souris proposent un role non cytolytique de la perforine. Cette
derniére serait impliquée dans la perturbation des jonctions serrées des cellules
endothéliales cérébrales en agissant sur les protéines claudin-5 et occludine,
entrainant ainsi une perméabilité accrue voire la rupture de la barriere hémato-

encéphalique (Huggins et al., 2017; Shaw et al., 2015).

3.2 ANEMIE SEVERE

Lanémie sévere palustre, caractérisée par un taux d’hémoglobine inférieur a
5g/dl (WHO, 2000), repose sur une élimination excessive des globules rouges
infectés et sains(Jakeman, Saul, Hogarth, & Collins, 1999), et a une anomalie
dans la production érythrocytaire (dysérythropoiese) (Anyona et al., 2012;
Chang, Tam, & Stevenson, 2004; Thawani et al., 2014).

L'élimination des globules rouges infectés est due a deux processus, a savoir la
rupture des schizontes a la fin du cycle érythrocytaire (Phillips & Pasvol, 1992) et
la clairance splénique au cours de laquelle, les globules rouges infectés sont soit
phagocytés par les macrophages soit retenu au sein de la rate (Buffet et al.,
2011; Buffet, Safeukui, Milon, Mercereau-Puijalon, & David, 2009).

Au cours de l'anémie sévere palustre, les globules rouges non parasités sont eux-
aussi éliminés. Ces globule rouges présentent une plus grande rigidité due a un
mécanisme d'oxydation lié a l'infection (Dondorp, Omodeo-Sale, Chotivanich,

Taramelli, & White, 2003), et sont donc eux aussi éliminé au niveau de la rate. Ce
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n'est pas le seul mécanisme impliqué. En effet ces globules rouges sains, portent
a leur surface des protéines parasitaires appartenant a la familles des ropthries
(par exemple : RAP-2) qui proviendraient de tentatives d'invasion avortées
(Awah, Troye-Blomberg, Berzins, & Gysin, 2009; Layez et al., 2005). Ces
protéines sont reconnues par des anticorps spécifiques résultant en une
opsonisation et une phagocytose par les macrophages ou encore a une activation
du complément aboutissant a une hémolyse. Enfin, de récentes études évoque la
mise en place d’un mécanisme apoptotique qui serait aussi responsable de la
destruction des globules rouges sains (Totino, Daniel-Ribeiro, & Ferreira-da-
Cruz, 20106).

La diminution de la production érythrocytaire implique la encore plusieurs
mécanismes. Dans des conditions physiologiques, I’érythropoiese est le
processus permettant le renouvellement des globules rouges. Ce processus a lieu
dans la moelle osseuse et implique la prolifération et la maturation des
précurseurs érythrocytaires (BSU-E/CSU-E) en réticulocytes puis en
érythrocytes, sous l’'action d’'une cytokine principalement produite dans les
reins : I’érythropoiétine (EPO). Au cours de l'infection palustre, ce processus est
perturbé entre autre par une diminution de la synthese d’EPO (principalement
chez les adultes) et une inhibition de la réponse des progéniteurs érythrocytaires
a 'EPO en raison d'un déséquilibre de la balance de cytokine pro- et anti-
inflammatoire. En effet, de nombreuses études ont mis en évidences qu’une
libération excessive d'IFN-y et de TNF-a, associée au NO (oxyde nitrique),
contribuent a une dysérythropoiese et une érythrophagocytose (Menendez,
Fleming, & Alonso, 2000; Perkins et al., 2011).

3.3 DETRESSE RESPIRATOIRE

Une des complications majeure du paludisme est le syndrome de détresse
respiratoire aigué (SDRA). Ce syndrome est caractérisé par l'incapacité des
poumons a fonctionner correctement provoquant chez le patient une
augmentation de la fréquence respiratoire et une dyspnée pouvant progresser
rapidement et causer la mort. Le SDRA est causé par des lésions de la paroi des

capillaires suite a l'infection. Par conséquent, les parois deviennent plus
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perméables, entrainant une accumulation de fluide et, ainsi une incapacité du
poumon a assurer l'échange d'oxygeéne et de dioxyde de carbone (Taylor, Hanson,
Turner, White, & Dondorp, 2012).

Tout comme le neuropaludisme, les mécanismes impliqués dans Ile
développement du SDRA sont la réponse inflammatoire exacerbée faisant suite a
la rupture des schizontes, 'activation des cellules endothéliales de la barriere
alvéolo-capillaire et la séquestration des érythrocytes infectés, conduisant a
I’obstruction des micro-vaisseaux et I’hypoxie pulmonaire (Cabezon Estévanez &
Gorgolas Hernandez-Mora, 2016). La perturbation de l'intégrité de la barriere
alvéolo-capillaire, entraine le passage de liquide plasmatique dans l'interstitium
provoquant un cedeme interstitiel. Lorsque la barriere épithéliale est également
compromise, le liquide de 1'cedeme fuit dans les alvéoles (Van den Steen et al.,
2013).

4. FACTEURS DETERMINANT LA SEVERITE DE L’'INFECTION PALUSTRE

La sévérité des manifestations cliniques est déterminée par des interactions
complexes entre des facteurs liés a 1'hote, au parasite et au vecteur, mais aussi

des facteurs environnementaux et socio-économiques (résumés Fig. 14).
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Facteurs liés au parasite

La capacité des parasites du paludisme a se multiplier, a adhérer aux tissues de

1'hote, a produire des substances toxiques ou a induire des réponses

immunitaires déléteres pour 1'h6te est considérée comme des attributs de sa

virulence. Les différences notées entre les souches et isolats de Plasmodium qui

déterminent ces attributs incluent :

la densité parasitaire maximale qu'ils peuvent atteindre (M. L. Gatton &
Cheng, 2004), ainsi que le seuil pyrogénique au-dela duquel ils déclenchent
une réponse fébrile chez 1'hote (Michelle L. Gatton & Cheng, 2002)

leur taux de multiplication (Simpson, Aarons, Collins, Jeffery, & White,
2002) : En effet, une étude conduite en Thailande a montré in vitro que des
isolats de P. falciparum provenant de personnes atteintes de paludisme
sévere présentaient des taux de multiplication trois fois plus élevés que
ceux provenant de patients atteints de paludisme non compliqué
(Chotivanich et al., 2000)

les protéines parasitaires a 1'origine de l'invasion des globules rouges : a
partir d’isolats prélevés sur des cas asymptomatiques, simples et graves de
paludisme dans diverses régions géographiques (Boutlis et al., 2003;
Maketa et al., 2015; Nankabirwa et al., 2013), différentes études ont mis
en évidence des différences polymorphiques aux niveaux des antigenes de
surface impliqués dans l'invasion des érythrocytes, a savoir la famille des
protéines de surface des mérozoites (MSP), l'antigéne 1 de la membrane
apicale (AMA1), l'antigene de liaison aux érythrocytes 175 (EBA-175). Ces
polymorphismes permettraient au parasite d'échapper a la réponse

iImmunitaire

les protéines parasitaires a l'origine de leur séquestration (L. H. Miller,
Ackerman, Su, & Wellems, 2013) : La virulence de P. falciparum est liée a
I'expression de la protéine PFEMP1 a la surface des érythrocytes infectés.
Les PfEMP1 exprimés par Plasmodium peuvent se lier a différents
récepteurs hoétes permettant ainsi la séquestration des érythrocytes
infectés dans les différents organes vitaux. Dans le génome de P

falciparum, PfEMP1 est codée par une soixantaine de genes var, qui sont
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exprimés d'une maniére mutuellement exclusive afin d'éviter la
reconnaissance simultanée par le systeme immunitaire de 1'hote (L. H.
Miller et al.,, 2013). Les anticorps dirigés contre les variants de
PfEMPlseraient responsables de la transition (encore appelée
commutation) entre les genes var dans un processus hiérarchique (Abdi et
al., 2017, Warimwe et al., 2009), les parasites exprimant des PfEMP1
conservées et virulents étant finalement surpassés par des variants moins
virulents mais plus diversifiés qui persistent dans les infections chez les
individus semi-immuns. De plus, ce groupe de geénes principalement situé
dans les régions subtélomériques des 14 chromosomes de Plasmodium, est
caractérisé par une fréquence élevée de recombinaison génique a l'origine
d’'une grande diversification du répertoire antigénique de PfEMP1, ce qui
permet aussi au parasite d’échapper au systeme immunitaire de 1’hé6te
(Claessens et al., 2014). Bien qu'ayant une variabilité inter- et intra-
génomique importante, les PFEMP1 peuvent étre subdivisés en trois grands
groupes marqués A, B et C en fonction leur localisation génomique, leur
sens de transcription et leur nombre (Lavstsen, Salanti, Jensen, Arnot, &
Theander, 2003). Les genes var du groupe A se sont révélés étre exprimés
de préférence par des parasites associés aux formes séveres, tandis qu'une
plus grande transcription du groupe C a été observée chez des enfants plus
agés atteints de paludisme asymptomatique (Falk et al., 2009; Rottmann et
al., 2006). Cette expression différentielle suggere qu'une fois que le
répertoire initial des génes var est épuisé par l'augmentation de
I'immunité, le groupe C, ou un autre groupe inconnu de variants de genes
var qui n'interviennent pas dans la cytoadhérence des organes vitaux,

pourrait prévaloir dans les infections asymptomatiques

leur résistance aux traitements (Tjitra et al., 2008).

Facteur environnementaux et socio-économiques

Les changements climatiques et environnementaux sont a l'origine de

I'expansion de nombreuses especes vectrices et de l'intensification de la

transmission des agents pathogenes (Patz, Olson, Uejio, & Gibbs, 2008). Par

exemple, la déforestation a entrainé dans plusieurs régions tropicales, une
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augmentation du taux de piqlires humaines par des vecteurs autrefois zoophiles
et l'apparition de nouvelles épidémies palustres (Cox-Singh et al., 2008; Vittor et
al., 2006). Des hausses de température historiques ont également été impliquées
dans la propagation du paludisme dans de nouveaux habitats et de nouvelles
régions (Patz & Olson, 2006).

Des changements environnementaux liés au développement économique peuvent
aussi étre a l'origine de l'augmentation de la transmission du paludisme. En
effet, suite a 1'élimination du paludisme dans l'estuaire du Demerara en Guyane
(par pulvérisation de DDT), la population humaine s'est rapidement accrue, les
activités liées a 1’exploitation des terres ont basculé du cheptel a la riziculture
plus rentable, et la mécanisation sur les routes et dans les champs ont remplacé
le cheval, la mule et les bceufs. Ces changements ont provoqué un tel
déséquilibre entre 1'homme et le bétail qu' A. aquasalis, une espece tres
abondante tout le long de la c6te, mais qui était jusqu'alors "fixée" par le cheptel,
a déplacé son attention du bétail vers I'hnomme (Giglioli, 1963). L'irrigation et la
construction de barrages ont également été liées a une augmentation du risque
de paludisme, bien que la nature de l'effet varie considérablement entre les
milieux épidémiologiques, entomologiques et socio-économiques (Keiser et al.,
2005).

La pauvreté est un autre facteur économique pouvant étre tenu pour responsable
des transmissions intenses du paludisme. Les foyers les plus modestes n’ont pas
les moyens d’accéder aux méthodes de prévention telles que les moustiquaires
ou les insecticides, aux soins médicaux et aux traitements antipaludiques (Sachs
& Malaney, 2002). En effet, différentes études conduites au Soudan et au
Zimbabwe ont montré que le temps passé a se rendre dans un établissement de
santé et les frais de transport associés peuvent influencer la décision a chercher
un traitement précoce contre le paludisme et donc retarder le diagnostic et le
traitement (Malik, Hanafi, Ali, Ahmed, & Mohamed, 2006; Mutsigiri-
Murewanhema et al., 2017). La plupart des habitants des zones rurales vivent
plus loin des centres de santé. Pour faire face au probléme des longues distances
entre les communautés et les établissements de santé, qui peuvent entrainer des
retards dans le diagnostic et le traitement, le Zimbabwe a introduit la prise en

charge communautaire du paludisme par les agents de santé villageois en 2012.
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L'autre conséquence de la pauvreté déterminant l'issue de l'infection palustre est
la malnutrition. Cette derniere constitue un risque important de paludisme grave
et est associé a la mortalité infantile (Mutsigiri-Murewanhema et al., 2017).
Différentes études suggerent que l'amélioration de 1'état nutritionnel permet de
réduire le nombre de déces liés au paludisme, car elle diminue la gravité des
épisodes de paludisme (Caulfield, Richard, & Black, 2004). La malnutrition réduit
la fonctionnalité de tous les systémes du corps. Ainsi, les enfants souffrant
d'insuffisance pondérale sont plus vulnérables au paludisme en raison d'une

altération de leur systeme immunitaire (Scrimshaw & SanGiovanni, 1997).

Facteurs liés au vecteur

Les compétences et capacités vectorielles sont des déterminants majeurs de
I'intensité de la transmission. La compétence vectorielle se définit comme la
capacité intrinseque d’'une espece d’anophele a assurer le développement
complet du parasite. En effet, l'incapacité de Plasmodium a se développer dans
certaines especes d’Anopheles peut s’expliquer par 1’absence chez ce moustique
de facteurs métaboliques indispensables au développement parasitaire, mais
aussi de la présence de toxines ou bactéries inhibant la croissance du parasite ou
sa transmission (Bull & Turelli, 2013). Les mécanismes immunitaires du

moustique peuvent également perturber le développement du parasite.

La capacité vectorielle, elle, se définit comme la capacité d’une espece a étre
infectée et a transmettre le paludisme. Elle dépend des conditions climatiques et
géographiques (température, fréquence des précipitations, taux d’humidité,
variation saisonniere), du degré d’anthropophilie (caractére déterminé par la
génétique du vecteur), ’age de I'anophele, la durée de la phase sporogonique
(spécifique de I’espece de Plasmodium et de la température extérieure), la durée
de vie de l’anophele et sa résistance aux insecticides (Kelly-Hope, Ranson, &

Hemingway, 2008).

Ainsi, la présence et la densité de vecteurs dépendent de conditions locales qui
expliquent une part importante de 1'hétérogénéité de la distribution du
paludisme (Sachs & Malaney, 2002).
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Facteurs liés a I’hote

Enfin, de nombreux facteurs liés a 1'h6te sont déterminants dans la sévérité et le
devenir de l'infection palustre, notamment 1'age et le sexe, 1'origine ethnique,
I’'immunité, les maladies chroniques concomitantes, les co-infections et divers

polymorphismes génétiques.

Dans les zones a faible transmission ou dans les régions ou le paludisme est
saisonnier, les personnes développent généralement des acces palustres séveres
lors d'une infection, comme par exemple au Sri Lanka (Alles, Mendis, & Carter,
1998). De nombreuses études ont montrée que suite a une exposition réguliere
et répétée (Jean Langhorne, Ndungu, Sponaas, & Marsh, 2008; Marsh &
Kinyanjui, 2006), les individus vivant en zone hautement endémique ou le
paludisme prévaut toute l'année, développent une immunité protectrice non
stérilisante (c’est-a-dire qu’elle ne permet pas d’éliminer le parasite de
I'organisme) appelée "prémunition". Cette prémunition est labile (elle disparait
entre 1 a 2 ans si le sujet quitte la zone d'endémie) et son développement est
progressif (Griffin et al., 2015), avec l’apparition successive d’'une immunité
clinique (ou « anti-maladie ») offrant une protection contre les formes simples et
compliquées de la maladie, suivie d’'une immunité anti-parasitaire permettant de
réduire la parasitémie en controlant la multiplication parasitaire. Alors que les
enfants de 6 mois a 5 ans ont les niveaux d'immunité protectrice les plus faibles
et sont les plus susceptibles de développer une parasitémie élevée avec des
risques de complications et de déces (Marsh & Kinyanjui, 2006), les adultes, eux,
sont "prémunis". Les nourrissons (< 6 mois) bénéficient également d'une
certaine protection, probablement grace aux anticorps acquis de leur mere, mais
aussi a la présence d’hémoglobine foetale au sein des érythrocytes (Amaratunga
et al., 2011) responsable d’une représentation altérée de PfEMP1 a la surface
des globules rouges infectés et donc d’une cytoadhérence altérée, ainsi que les
constituants du lait maternel riche en anticorps et pauvre en acide p-
aminobenzoique essentiel a la croissance du parasite (Hawking, 1954; Kassim et
al., 2000; Kicska, Ting, Schramm, & Kim, 2003).

Les co-infections peuvent elles-aussi affecter le développement des symptomes
en altérant le fonctionnement du systéme immunitaire. Il a été démontré que

l'infection a VIH-1 augmente le taux acces fébriles palustre suite a la diminution
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du nombre de lymphocytes T-CD4 (French et al., 2001; Gonzalez, Ataide,
Naniche, Menéndez, & Mayor, 2012). L'association entre les helminthes
transmissibles par le sol et 'apparition de symptomes cliniques chez les enfants
atteints de parasitémie palustre est moins évidente : l'infection par
I'ankylostomiase semble augmenter les symptémes du paludisme, tandis que
l'infection par Ascaris lumbricoides semble diminuer les symptémes (Nacher,
2012). La co-infection par Plasmodium et Schistosoma est fréquente, mais les
effets sur l'immunité et la transmission du paludisme sont complexes. Certaines
études suggerent que cette co-infection favorise le développement de I'immunité
antipaludique (Diallo et al.,, 2010; Lyke et al., 2012), tandis que d'autres ont
trouvé des niveaux plus faibles d'anticorps antipaludiques protecteurs chez les

porteurs de Schistosoma haematobium (D. Courtin et al., 2011).

Concernant le contréle génétique de l’'infection palustre : aucune maladie
infectieuse n'a fagconné le génome humain autant que le paludisme, favorisant
I'évolution convergente d'une grande diversité de variations génétiques,
touchant les globules rouges mais aussi le systéme immunitaire (Kwiatkowski,
2005). Ainsi, la répartition géographique (avant l'introduction des mesures de
controle) du paludisme et des variants impliqués dans les hémoglobinopathies
telle que la drépanocytose, 1'ovalocytose, les thalassémies, et la déficience en
glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) sont similaires, ce qui suggere que
ces troubles conferent un avantage sélectif aux individus vivant en zone
d’endémie palustre (Allison, 2009; Lopez, Saravia, Gomez, Hoebeke, &
Patarroyo, 2010). De nombreuses études se sont intéressés aux meécanismes
génétiques controlant la sévérité des manifestations cliniques du paludisme.
Celles-ci seront détaillées dans le chapitre « Génétique humaine et résistance au

paludisme ».
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LA REPONSE IMMUNITAIRE DE L’HOTE

La grande majorité des travaux sur I'immunité anti-palustre a été menée a l'aide
de modeles murins d'infection par le paludisme (R. Stephens, Culleton, & Lamb,
2012) ou d'échantillons prélevés sur des individus naturellement exposés. Les
modeles murins permettent une dissection minutieuse des réponses
immunitaires dans tous les organes, a des stades d'infection bien définis et dans
le contexte de différentes manifestations de la maladie selon la combinaison de la
souche parasitaire et de 1'hote murin (Frevert, Nacer, Cabrera, Movila, & Leberl,
2014; Gun, Claser, Tan, & Rénia, 2014; Liehl et al., 2015; Lovegrove et al., 2006;
Nduati et al., 2010; Nganou-Makamdop, van Gemert, Arens, Hermsen, &
Sauerwein, 2012). Les inconvénients de ces modeles murins sont, d'une part,
qu'ils présentent des combinaisons hotes-pathogénes non naturelles (Pierre
Druilhe, Hagan, & Rook, 2002), et que les conclusions tirées ne sont pas toujours
transférables a la situation humaine (Mestas & Hughes, 2004), ces derniers
présentant des différences au niveau de leur systeme immunitaire, notamment
des différences au niveau des cellules NK ou encore des cellules dendritiques qui
sont des composants essentiels de la réponse immunitaire innée (Mary M.
Stevenson & Riley, 2004). L'une des principales limites des études sur le terrain
est la durée inconnue de l'exposition, qui empéche Il'analyse des réponses
immunitaires a des moments précis apres l'infection, ainsi que l’'influence

potentielle de co-infections et comorbidités.

Plus récemment, une autre approche a permis de compléter ces études ; il s’agit
d’une exposition délibérée de sujets humains aux parasites plasmodiaux dans le
cadre de ce que l'on appelle les infections paludéennes humaines controlées
(CHMI) (MccCall et al., 2007; Mpina et al., 2017; Teirlinck et al., 2011a). Cette
approche consiste en l'inoculation de sporozoites plasmodiaux via le moustique,
par injection de sporozoites cryo-conservés via différentes voies d'inoculation, ou
par injection intraveineuse de parasites du stade sanguin. Apres une semaine de
réplication cliniquement silencieuse dans le foie, les parasites du stade sanguin
sont surveillés au moins une fois par jour par qPCR ou microscopie. Lorsqu'un
certain seuil de parasitémie est atteint, les volontaires sont traités avec des

meédicaments pour éliminer les parasites. Cette méthode a pour avantage de
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controler 1’absence de co-infection par différentes souches, de comorbidités, de
cibler des stades particuliers de l'infection et d'établir une corrélation entre les
résultats immunologiques et la charge parasitaire grace a la surveillance des
volontaires par PCR. Néanmoins, tout comme les autres approches, elle présente
des inconvénients, a savoir une infection restreinte aux adultes, alors que dans
les pays endémiques le paludisme est rencontré pour la premiere fois pendant
I'enfance, un traitement médicamenteux précoce obligatoire a des niveaux
relativement faibles de parasitémie par rapport a la situation endémique et une
dynamique d'infection différente de celle observée lors d'une exposition naturelle
(une exposition unique a de multiples piqlires infectantes par rapport a une

exposition continue ou réguliére a peu de piqiires infectantes).

Ces approches complémentaires ont néanmoins permis d’établir que différents
mécanismes immunitaires interviennent au cours de l'infection palustre afin de
controler les différents stades de l'infection. On peut distinguer une immunité
dirigée contre les stades pré-érythrocytaires (Fig. 15), visant a empécher
I’invasion et la croissance du parasite au sein des hépatocytes, et une immunité
dirigée contre les stades érythrocytaires (Fig. 16), visant a bloquer l'invasion et
la croissance du parasite au sein des globules rouges (M. F. Good & Doolan,
1999) Ces mécanismes immunitaires font intervenir différents acteurs cellulaires
et solubles des réponses immunitaires innée et adaptative qui cooperent tout au

long de l'infection.
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A. REPONSE IMMUNITAIRE ADAPTATIVE

Par définition, la réponse immunitaire adaptative est caractérisée par une
spécificité de reconnaissance des antigenes (une grandes diversité d’antigénes
pouvant étre reconnus spécifiquement) et une mémoire permettant au systeme
immunitaire de réagir plus rapidement et plus intensément a un antigéne
rencontré auparavant. Dans le cas du paludisme, comme suggérée par les études
épidémiologiques dans les populations vivant en zone endémique, I'acquisition
d’une immunité spécifique est longue et progressive et ce en raison de la nature
hautement polymorphe des antigenes du parasite palustre. L'incapacité de
générer une immunité protectrice stérilisante suggere que la mémoire
immunitaire face a l'infection palustre se développe de maniére inadéquate ou
que son maintien n'est pas assuré. Plusieurs hypotheses controversées ont été
émises pour expliquer ce phénoméne d’absence de mémoire immunologique.
Récemment, une équipe a montré l'implication d’une protéine parasitaire HRF
(Histidin Releasing Factor) dans l'altération de la mise en place de cette réponse
(Demarta-Gatsi et al., 2017). Dans cette étude, les chercheurs ont démontré que
HRF induit une surexpression de PD-1 (un récepteur inhibiteur exprimé entre
autre par les cellules T) par les lymphocytes T CD4 et CD8. Or, la signalisation
par PD-1 empécherait la conversion de cellules mémoires effectrices T
fonctionnelles en cellules mémoire centrales et, par conséquent, réduirait la
mémoire immunitaire a long terme (Charlton et al., 2013). De plus, l'infection
des souris par des souches de Plasmodium déficientes en HRF (PbNK65 hrfA)
s’est montrée corrélée avec une augmentation des cellules B mémoires
« effectrices » et « centrales » (IgM—-IgG+ et IgM+IgG— respectivement). Ces
résultats indiquent donc que l'inefficacité de la mise en place de la mémoire

immunologique serait induite par les stades sanguins du parasite.

Contrairement aux meécanismes liés a la mise en place de la mémoire
immunologique suite a I'infection par Plasmodium, les mécanismes effecteurs de
la réponse immunitaire adaptative dirigés contre le parasite sont bien
documentés. Ils font intervenir différents acteurs appartenant a l'immunité a

médiation cellulaire et humorale.
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1. IMMUNITE A MEDIATION CELLULAIRE

Role des lvimphocyvtes T CD4+

Les lymphocytes T CD4+ jouent un role central dans le contréle immunitaire de
l'infection palustre de par leur interaction avec les différents acteurs de
I'immunité innée et adaptative via la production de cytokines. En effet, ces
cellules T auxiliaires sont capables d’orienter la réponse immunitaire vers une
réponse de type Thl en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires telles que
I'IFN-y, le TNF-a, I'IL-2 et I'IL-12 ou vers une réponse de type Th2 en sécrétant
des cytokines anti-inflammatoires telles que 1'IL-4, I'IL-5, I'IL-10 et le TGF-p (C.
A. J. Jr et al.,, 2001). Toutefois, un tel modele de deux sous-ensembles de
lymphocytes T CD4+ avec différentes fonctions bien définies n'est pas suffisant
pour refléter pleinement la complexité de la biologie des lymphocytes T CD4+
observée dans le paludisme humain ou expérimental. En effet, le controle de
l'infection a Plasmodium nécessite des réponses immunitaires strictement
régulées, capables de prévenir la réplication des parasites sans provoquer
d'effets secondaires néfastes d'une inflammation incontrélée. Ainsi, le nouveau
concept de plasticité des lymphocytes T CD4+ permettrait d’expliquer l'induction
et de la régulation des réponses des lymphocytes T CD4+ dans le paludisme
(Coomes, Pelly, & Wilson, 2013; Cosmi, Maggi, Santarlasci, Liotta, & Annunziato,
2014; Nakayamada, Takahashi, Kanno, & O’Shea, 2012), et il est fort probable
que certains programmes T CD4+ pas encore explorés en profondeur, comme la
réponse Tfh, pourraient jouer un role critique dans l'issue de l'infection.
Néanmoins, ces cellules nécessitent une activation préalable par les cellules
présentatrices de l’antigene afin d’exercer leur fonctions effectrices dans la
réponse immunitaire dirigée contre les stades pré-érythrocytaire et

érythrocytaire.

Stade pré-érythrocytaire

Peu de choses sur la réponse et la régulation des lymphocytes T CD4+ aux
stades pré-érythrocytaires sont connus dans les infections naturelles chez
I'humain ou dans des modeles expérimentaux. De toute évidence, dans la mesure
ou des anticorps de type IgG et des lymphocytes B a mémoire sont générés

contre un large éventail d'antigenes pré-érythrocytaires, y compris ceux dont
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l'expression se limite principalement a ces stades, tels que les protéines CSP,
LSA-let STARP (Crompton et al., 2010; Felgner et al., 2013; Nahrendorf et al.,
2014), les lymphocytes T CD4+ doivent étre induits par ces stades de l'infection.
En effet, les lymphocytes T CD4+ spécifiques des antigenes pré-érythrocytaires
ont été documentés et, dans certains cas, il a été démontré qu'ils étaient corrélés
avec la protection chez les humains a la suite d'une infection naturelle (Reece et
al., 2004) ou d'une immunisation (Bijker et al., 2014). Cependant, peu de détails

sur leur hétérogénéité fonctionnelle sont connus.

A l’aide de souris déficientes en T CD8+ immunisées par des sporozoites de P,
yoelii et P. berghei irradiés, il a été démontré que les lymphocytes T CD4+
conferent une protection contre les stades pré-érythrocytaires des 2 souches
parasitaires, méme en l'absence de lymphocytes T CD8+ (Oliveira et al., 2008).
De plus, les clones de lymphocytes T CD4+ dirigés contre les peptides de CSP
protégeraient les souris face a une infection par P. yoelii, indépendamment de
leur phénotype Thl ou Th2 (Rénia et al., 1993; Takita-Sonoda et al., 1996).
L'emplacement de l'activation des lymphocytes T CD4+ spécifiques des stades
pré-érythrocytaires fait encore l'objet de controverses, et peu de données
probantes sur l'activation de ces cellules dans le foie sont disponibles. Comme
les lymphocytes T CD8+ spécifiques de peptides de la protéine CSP de P. yoelii
peuvent étre activées par des cellules dendritiques (DC) dans les ganglions
lymphatiques aprés une infection par des sporozoites (Chakravarty et al., 2007),
il est probable que ces mémes DC soient a l'origine de l'activation des

lymphocytes T CD4+ anti-stades pré-érythrocytaires.

Certains sous-ensembles de lymphocytes T CD4+ pourraient étre également
essentiels dans l'initiation des réponses immunitaires médiées par les
lymphocytes B et des lymphocytes T CD8+. Les lymphocytes T CD4+ sont
nécessaires pour assurer la survie des lymphocytes T CD8+ effecteurs et
mémoires induits par les sporozoites atténués par irradiation (Carvalho et al.,
2002; Overstreet, Chen, Cockburn, Tse, & Zavala, 2011). Ce mécanisme dépend
de STAT-6 et de I'IL-4, suggérant que les lymphocytes T CD4+ Th2 pourraient
étre chargés d'aider les lymphocytes T CD8+(Carvalho et al., 2002). Plus
récemment, il a été démontré que les lymphocytes T CD4+ spécifiques de CSP
exprimant le CD107a (LAMP-1), marqueur de la dégranulation cytotoxique, ont

été induits et associés a la protection contre les stades pré-érythrocytaires apres
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l'immunisation de volontaires sains par des piqiires de moustiques infectés par P.
falciparum au cours de la chimioprophylaxie a la chloroquine (Bijker et al.,
2014). Rien n'est encore connu sur l'induction des cellules folliculaires Tfh, (un
sous-ensemble de T CD4+ impliqué dans les réponses des lymphocytes B
dépendants des lymphocytes T), qui sont vraisemblablement activées par des
anticorps IgG de haute affinité et qui seraient importantes pour la génération
d'anticorps IgG de haute affinité (Crotty, 2011).

Dans l'ensemble, ces données suggerent un role des lymphocytes T CD4+ dans
I'immunité protectrice contre l'infection pré-érythrocytaire, dont les mécanismes
ne sont pas encore complétement résolus. Une meilleure compréhension de la
contribution des différentes populations de T CD4+ dans 1'élimination directe
des cellules infectées, les réponses meédiées par les lymphocytes B et des
lymphocytes T CD8+, ainsi que leur role régulateur dans l'immunité dirigés
contre les stades pré-érythrocytaires du Plasmodium semble indispensable dans

un contexte ou l'accent est actuellement mis sur les vaccins pré-érythrocytaires.

Stade érythrocytaire

De nombreuse études chez ’homme et le modele murin ont montrées que les
cellules T CD4+ jouent aussi un roéle déterminant dans l’acquisition et le
maintien de I'immunité protectrice contre les stades sanguins asexués (Huang,
Schultz, & Gordon, 1968; J. Langhorne, Gillard, Simon, Slade, & Eichmann,
1989a; Shear, Srinivasan, Nolan, & Ng, 1989; M. M. Stevenson & Tam, 1993;
Troye-Blomberg et al., 1985, 1989).

Néanmoins, le paradigme Th1/Th2 a gagné en complexité avec l'identification de
nouveaux sous-ensembles de cellules T CD4+ ayant des caractéristiques et des
programmes transcriptionnels en charge de conduire les différents destins
cellulaires bien distincts (Coomes et al., 2013). Ces programmes de
différenciation sont principalement régis par les signaux dérivés des cellules
présentatrices d'antigenes (CPA) et du microenvironnement au moment de
l'activation des lymphocytes T CD4+. Les cellules dendritiques sont
indispensables pour activer efficacement la réponse des lymphocytes T des
stades érythrocytaires palustres (Lundie et al., 2008), et il a été démontré que

deux sous-ensembles de cellules dendritiques spléniques (CD8- et CD4+)
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présentent un antigene pour l'activation des lymphocytes T CD4+ lors d'une
infection érythrocytaire avec P. chabaudi et P. berghei, respectivement (deWalick
et al., 2007; Lundie et al., 2008; Sponaas et al., 2006; Voisine, Mastelic, Sponaas,
& Langhorne, 2010). Bien qu'on sache que I'IL-12 sécrétée par les cellules
dendritiques soit une cytokine importante dans l'induction d'une réponse
protectrice dans les infections expérimentales du paludisme (Zhong Su &
Stevenson, 2002), la compréhension de la régulation de cette cytokine ou
d'autres facteurs nécessaires pour une présentation efficace de l'antigéne
plasmodial a différents sous-ensembles de lymphocytes T CD4+ fait toujours
défaut. Néanmoins, les cellules dendritiques activées sécretent I'IL-12, qui
stimule les lymphocytes T CD4+ naifs afin qu'ils se différencient en lymphocytes

TH1 sécréteurs d'IFN-y, et augmente la production d'IFN-y.

L'TFN-y, une cytokine produite par les cellules Thl exprimant le facteur de
transcription T-bet, s'est avérée importante pour contréler le stade
érythrocytaire aigu de l'infection a Plasmodium dans les modeles murins
(Meding, Cheng, Simon-Haarhaus, & Langhorne, 1990; Sauvaget & Fauconnier,
1978; Simon-Haarhaus, Langhorne, & Meding, 1991; Z. Su & Stevenson, 2000).
Des expériences de transfert adoptif de T CD4+ effectrices mémoires (dirigées
contre MSP-1 de P. chabaudi) provenant de souris immunisées a des souris
naives, a permis de montrer que non seulement les cellules T CD4+ effectrices
(TE) mais aussi les T CD4+ mémoires effectrices (TEM), toutes deux
productrices d'IFN- y, conferent une protection partielle contre l'infection a P.
chabaudi (R. Stephens & Langhorne, 2010). De fagon générale, il a été démontré
que 1I'IFN-y des lymphocytes T CD4+ est important pour maintenir l'immunité
durant les stades érythrocytaires de l'infection (da Silva et al., 2013). Cependant,
I'IFN-y n'est pas seulement produit par les cellules T CD4+ T-bet+ Thl mais
aussi par les cellules NK, NKT, Tyd (McCall & Sauerwein, 2010), ainsi que les
cellules T CD8+, et il apparait difficile de déterminer qui des cellules Thl, de
I'I[EN-y ou de I'IFN-y produit par les cellules Thl sont les principaux
responsables de la protection précoce ou de la pathologie dans le paludisme
expérimental (Villegas-Mendez et al., 2012). Les études menées jusqu' a présent
pour répondre a ces questions ont donné des résultats contradictoires. Une

étude utilisant P. berghei ANKA a montré qu'une amplification de la réponse T
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CD4+ Tbet+ IFN y+ observée chez les souris dépourvues de signalisation IFN de
type I est associée a un meilleur contréle des infections par P. berghei ANKA,
diminuant ainsi la morbidité et la mortalité liées au neuropaludisme (Haque et
al., 2011). En revanche, d'autres ont montré qu'en l'absence de T-bet, un facteur
de transcription essentiel a la différenciation Thl, la résistance au paludisme
cérébral provoqué par l'infection a P. berghei ANKA est améliorée, et le nombre
de lymphocytes T CD4+ INFy+ est réduit. Cependant, le controle de la
réplication des parasites est perdu et les souris succombent d'une hyper-
parasitémie et d'anémie (Oakley et al.,, 2013). Lensemble de ces données
suggere l'implication des cellules T CD4+ dans le contréle de la parasitémie.
Cette activité anti-parasitaire repose, d’une part, sur leur implication dans des
mécanismes a meédiation cellulaire, et d’autre part, sur leur capacité a induire

une immunité a médiation humorale.

En effet, les stades érythrocytaires de Plasmodium permettent aussi d'activer les
lymphocytes T CD4+ a l'origine de la production d'anticorps spécifiques par les
lymphocytes B. Mais ces cellules TCD4+ produisent peu ou pas d'IFN-y (].
Langhorne et al., 1989a). Il a été démontré que cette réponse coincidait avec
I'apparition des lymphocytes T CD4+ produisant de I'IL-4(classiquement les Th2,
ou encore les Th2-like) (J. Langhorne et al., 1989a). Une corrélation entre les
lymphocytes T CD4+ producteurs d'IL-4 et les réponses médiée par les anticorps
dirigés contre le parasite a également été observée chez les sujets immunisés
contre P. falciparum (Troye-Blomberg et al., 1990). Une infection érythrocytaire a
P. chabaudi, le seul modele murin qui génere une phase chronique de l'infection
(R. Stephens et al., 2012), présente une activation biphasique des lymphocytes T
CD4+, avec une réponse majeure des lymphocytes T CD4+ produisant de 1'FN-y
pendant la phase aigué, suivie d'une réponse majeure des lymphocytes T CD4+
produisant de l'IL-4 pendant la phase chronique (J. Langhorne et al., 1989a;
Linke et al., 1996; M. M. Stevenson & Tam, 1993; von der Weid, Kopf, Kohler, &
Langhorne, 1994). Ces données ont été interprétées comme une activation
précoce des cellules Th1 capables de controler la parasitémie par l'activation des
macrophages, suivie d'une réponse Th2 chargée d'activer les réponses des
cellules B pour compléter 1'élimination du parasite (J. Langhorne et al., 1989a;
von der Weid & Langhorne, 1993). Cependant, la fréquence des lymphocytes T

CD4+ permettant aux lymphocytes B de produire des anticorps spécifiques du
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Plasmodium était beaucoup plus élevée que celle des lymphocytes T CD4+
producteurs d'IL-4 ; suggérant la nécessité d’autre lymphocytes T helper (].
Langhorne, Gillard, Simon, Slade, & Eichmann, 1989b). Par ailleurs, chez la
souris, une stimulation des lymphocytes B par 1'IL-4 produite par les Th2 conduit
a la production d’'IgG1. Or, une étude a montré que le contréle d'une infection a
P. chabaudi et la production d'IgG spécifiques, y compris d'anticorps IgG1, était
possible méme en l'absence totale d'IL-4 (von der Weid et al., 1994). Il semble
ainsi que, malgré son attractivité en tant que modele, le paradigme simple
Th1/Th2 ne soit pas suffisant pour expliquer toute la complexité de l'activation
des lymphocytes T CD4+ dans les stades érythrocytaires de Plasmodium. Plus
récemment, un sous-ensemble de lymphocytes T CD4+, les cellules Tfh, qui
produisent de 1'IL-21, ainsi que de I'IFN-y et de 1'IL-4, a été décrit (Crotty, 2011).

Des réponses Tfh dysfonctionnelles ont été décrites chez des enfants exposés a P.
falciparum, et seraient responsables d'une altération du développement des
réponses cellulaires B protectrices (Obeng-Adjei et al., 2015). L'infection a P,
berghei chez la souris inhibe la différenciation des Tfh (Ryg-Cornejo et al., 2016),
mais l'induction des réponses Tth chez la souris (par l'utilisation d'antagoniste
des inhibiteurs de ces réponses) accélére le controle de l'infection chronique a P.
chabaudi (Butler et al., 2011). Les signaux indispensables a l'activation des Tfh
dans l'infection palustre ont été étudié récemment. Il a été démontré que les
molécules de surface OX40, PD-1 et ICOS régulent 1'activation des Tth pendant
les infections non létales a P. yoelii et P. chabaudi (Wikenheiser, Ghosh, Kennedy,
& Stumhofer, 2016; Zander et al., 2015). En effet, la neutralisation de la
signalisation inhibitrice médiée par PD-1 (Butler et al., 2011; Zander et al., 2015)
ou l'activation des signaux co-stimulateurs via la liaison des récepteurs OX40
(Zander et al., 2015), entraine une expansion des cellules Tth et améliore 'issue
de l'infection non mortelle a P yoelii. Mais, de fagon surprenante, la
neutralisation concomitante de PD-1 et l'activation de la signalisation OX40
altere de fagcon marquée la différenciation ou le maintien des cellules Tfh
spécifique du parasite de fagon INF-y dépendante, et entraine la perte de
controle de la charge parasitaire induit par les anticorps ; ce qui suggere une
interférence des deux voies de signalisation. Enfin, bien que la signalisation
meédiée par ICOS se soit avérée non nécessaire dans l'induction précoce des

cellules Tfh dans le modele non 1étal a P. chabaudi, 1'expression de cette molécule
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co-stimulatrice semble nécessaire au Tfh pour maintenir durablement les
réponses anticorps spécifiques (Wikenheiser et al., 2016). Et récemment, il a été
montré que les lymphocytes T CD4+ produisant de 1'IL-21, dont une proportion
substantielle a un phénotype de cellules Tfth, sont nécessaires pour activer les
réponses IgG dirigées contre P. chabaudi et controéler la phase chronique de cette
infection (Pérez-Mazliah et al., 2015). La méme équipe a démontré la nécessité
de ces cellules Tfh dans I’élimination d’une infection chronique systémique a P.
chabaudi déclenchée par transmission vectorielle naturelle chez la souris (Pérez-
Mazliah et al., 2017). Tous ces résultats suggerent donc un réle majeur des Tfh

dans le controle de l'infection dans l'infection palustre.

Un autre sous-ensemble de lymphocytes T CD4+, celui des lymphocytes Thl7,
défini par l'expression du facteur de transcription RORyt, a attiré 1'attention des
chercheurs en raison de son ro6le dans les maladies auto-immunes et
l'inflammation chronique ainsi que dans les réponses aux agents pathogénes
extracellulaires tels que les bactéries et les champignons (Z. Chen, Laurence, &
O’Shea, 2007). II a été montré que les cellules Th17 CD4+ IL-17A+ RORyt+
sont activées lors d'une infection aigué a P. berghei ANKA et P. yoelii, mais leur
fonction pendant l'infection n'a pas été explorée (Keswani & Bhattacharyya,
2014). Une étude conduite dans le modele murin d’infection a P. berghei ANKA
n'a pas réussi a démontré une association entre les cellules Th17 et le paludisme
cérébral chez les souris déficientes en Th17 infectées (Ishida et al., 2010). La
présence de lymphocytes T CD4+ producteurs d'IL-17A et d'IL-17F
principalement dans le foie, a néanmoins été observée au cours de la phase aigué
du stade érythrocytaire de l'infection a P. chabaudi ; cependant, les souris
déficientes en IL-17A n'ont montré aucune altération significative au cours de
l'infection (Mastelic et al., 2012). Par conséquent, malgré l'activation, il n'a pas
été démontré jusqu'a présent que les cellules Th17 ont un réle défini pendant les

infections a Plasmodium.

L'implication d'autres sous-ensembles de lymphocytes T CD4+, comme les Th22
(producteur d'IL22), continuent a étre explorée (Duhen, Geiger, Jarrossay,
Lanzavecchia, & Sallusto, 2009; Trifari, Kaplan, Tran, Crellin, & Spits, 2009). 11
est intéressant de noter que des polymorphismes de 1'IL-22 associés a la
résistance et a la susceptibilité au paludisme grave ont été identifiés (O. Koch et

al., 2005; Marquet et al., 2017). De plus une activation des lymphocytes T CD4+
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produisant de 1'IL-22 a été observée dans la rate et le foie pendant les phases
aigués des stades érythrocytaires de l'infection a P. chabaudi et les souris
déficientes en IL-22 ont présenté des formes séveéres (Mastelic et al., 2012). Des
recherches sont néanmoins nécessaires pour caractériser avec exactitude le role

des Th22 dans le contréle de l'infection et la pathogenese.

Les lymphocytes T CD4+ sont donc des composantes d'une réponse dynamique
et interactive, dans laquelle ces cellules peuvent étre multifonctionnelles (c'est-a-
dire leur capacité de produire différentes cytokines) et flexibles sous certaines
conditions (Nakayamada et al., 2012). De plus, des analyses cytométriques multi-
paramétriques de PBMC d'enfants et d'adultes exposés a l'infection palustre
révelent l'existence de lymphocytes T CD4+ co-exprimant plusieurs cytokines
caractéristiques de nombreux sous-ensembles de lymphocytes T CD4+ (Metenou
et al.,, 2011; Roetynck et al., 2013), démontrant la complexité de la réponse des

lymphocytes T CD4+ activée par les stades érythrocytaires de Plasmodium.

Il existe de nombreuses évidences d'une grande capacité d’inter-conversion
entre les différents phénotypes des T CD4+, concept connu sous le nom de
plasticité (Murphy & Stockinger, 2010). Les études les plus récentes suggerent
que l'activation des lymphocytes T CD4+ avec des caractéristiques de différents
sous-ensembles Th est la norme plutot que l'exception (Nakayamada et al.,
2012), ce qui est susceptible de se traduire par des maladies complexes comme

le paludisme.

A la lumiére des capacités multifonctionnelles et plastiques des lymphocytes T
CD4+, on peut envisager un scénario dans lequel les sous-ensembles Th
nécessaires au contrble de la charge parasitaire, tels que les lymphocytes Th1l et
dans doute Th2, ont la capacité d'acquérir un phénotype régulateur en fonction
du contexte, contribuant ainsi a la maitrise de l'inflammation et donc a la
protection des tissues et organes, empéchant tout effet exacerbé et
potentiellement nocif de la réponse immune. Cette capacité permettrait une fine
régulation de la réponse des lymphocytes T CD4+ dans le contréle de l'infection
a Plasmodium sans provoquer d'effets secondaires néfastes. 'un des mécanismes
régulateur fait intervenir les cellules Treg. Suite a I’engagement de leur TCR, ces
cellules sont capables d'inhiber a la fois la production d'IL-2 et la prolifération

des lymphocytes T CD4+ et T CD8+ par des mécanismes contact-dépendant
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et/ou par la production de TGF-B et d'IL-10 (Riley, Wahl, Perkins, & Schofield,
2006). Chez I'homme, une augmentation du nombre de ces cellules et ainsi de la
concentration en TGF-B, au cours de l'infection par P. falciparum, est associée a
une réduction des cytokines pro-inflammatoires, des taux de croissance
parasitaire élevés (Walther et al., 2005) et un risque accru de paludisme
symptomatique (Todryk et al., 2008). Une étude conduite au Burkina Faso a
également suggéré que la forte résistance au paludisme chez les Peules était
associé a un déficit fonctionnel des lymphocytes T régulateur (Treg) et ainsi une
réduction de l'activité immunosuppressive en comparaison avec les Mossis
(Torcia et al., 2008). Un autre mécanisme impliquant une régulation médiée par
I'IL-10 est l'autorégulation par les cellules CD4+ Thl. En effet, les lymphocytes T
CD4+ Thl T-bet+ IFN-y + IL-10+ peuvent prévenir la pathologie pendant
l'infection a P. chabaudi (Freitas do Rosario et al., 2012). De plus, 1'IL-10 produit
par les lymphocytes T CD4+, distinct de 1'IL-10 produit par les Treg, est capable
de controler les manifestations cliniques liées a l'infection a P. yoelii chez la
souris, mais dans ce cas, ces lymphocytes ne sont pas capables de co-exprimer
I'IFN-y (Couper et al., 2008). L'IL-10 est produit dans ces cellules en réponse a
I'IL-27 (Freitas do Rosario et al., 2012), bien que les signaux responsables de
I'induction de I'IL-27 demeurent inconnus. L'apparition des lymphocytes T CD4+
Th1 T-bet+ IFN-y + IL-10+ pendant les infections a Plasmodium n'est pas limitée
aux modeles murins; on a rapporté qu'ils étaient présents dans les PBMC
d'enfants vivant dans des régions hautement endémiques (Jagannathan et al.,
2014; Portugal et al., 2014; Walther et al., 2009) et leur proportion est plus
élevée chez les enfants atteints de paludisme non compliqué que chez les enfants

atteints de paludisme grave (Walther et al., 2009).

Enfin, bon nombre des lymphocytes T CD4+ activés dans une infection palustre
peuvent subir une interconversion entre des sous-ensembles de cellules définis
en fonction de la dose d'antigene, des cellules présentatrices de l'antigene, de
I'emplacement et de l'environnement cytokinique, comme ceux décrits pour les
sous-ensembles Treg et Th17 (Barbi, Pardoll, & Pan, 2013; Kimura & Kishimoto,
2010). Ainsi, il est possible que les cellules Th17 trouvées dans la rate de souris
infectées acquierent un phénotype régulateur dans d'autres organes ou tissues
tels que le cerveau et le foie. La capacité d'identifier et de manipuler ces

meécanismes possibles de la plasticité des lymphocytes T CD4+ pendant les
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infections a Plasmodium serait d'une grande valeur pour la conception de

nouvelles stratégies thérapeutiques.

Role des lvimphocyvtes T CD8+

Stade pré-érythrocytaire

Les premieres études utilisant des modeles expérimentaux ont clairement
démontré que l'immunité protectrice contre les infections induites par les
sporozoites nécessite des lymphocytes T CD8+ spécifiques de l'antigene
(Schofield et al., 1987; W. R. Weiss, Sedegah, Beaudoin, Miller, & Good, 1988).
Certains de ces lymphocytes T CD8+ spécifiques d'épitopes de la protéine CSP
inhibent fortement le développement de parasites du stade hépatique (Romero et
al., 1989). Des études ultérieures utilisant des cellules T CD8+ transgéniques
portant un récepteur spécifique de la protéine CSP ont démontré que ces cellules
T étaient activées principalement dans les ganglions lymphatiques drainant la
peau ou des sporozoites étaient déposés (Chakravarty et al., 2007). Quarante-
huit heures apres l'immunisation, soit par les piglres de moustiques infectés
irradiés, soit par inoculation intradermique de sporozoites irradiés, les
lymphocytes T CD8+ spécifiques de 1'épitope produisant de I'IFN-y ne sont
détectées que dans les ganglions lymphatiques drainant le site d'inoculation. En
accord avec ces résultats, une autre équipe a démontré que les réponses des
lymphocytes T CD8+ générées dans les ganglions lymphatiques étaient
suffisantes pour une protection stérile contre les sporozoites vivants (Obeid et
al., 2013). Une fois que les lymphocytes T CD8+ sont activés dans les ganglions
lymphatiques, ils migrent vers d'autres organes lymphoides et non lymphoides, y

compris le foie.

Il est bien établi que les lymphocytes T CD8+ reconnaissent les peptides
pathogéniques présentés par les molécules du CMH de classe I a la surface des
cellules infectées. Par conséquent, 1'élimination des cellules cibles est
généralement considérée comme un processus dépendant du contact cellulaire.
Ainsi, une étude utilisant des souris BALB/c chimériques dans lesquelles la
moelle osseuse a été irradiée et une moelle osseuse de C57BL/6 transférée, a
montrée qu'une présentation d'antigenes par les cellules hépatiques

parenchymateuses, et plus précisément des hépatocytes parasités, est
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indispensable, a I'élimination des parasites hépatiques par les lymphocytes T
CD8+ effecteurs (Chakravarty et al., 2007). Dans cette étude, des cellules T
CD8+ effectrices spécifiques de la protéine CSP provenant de souris BALB/c non
chimériques immunisées ont été transférées aux souris C57Bl/6 chimériques
avant que des sporozoites vivants leurs soient inoculés. Suite a l'inoculation, ces
souris chimériques ont pu inhiber le développement des parasites hépatiques.
Récemment, 1'élimination des hépatocytes parasités par les lymphocytes T CD8+
effecteurs a été visualisée par imagerie intravitale (Cockburn et al., 2013) et a
permis d'observer la formation de grandes grappes de lymphocytes T CD8+
autour des hépatocytes infectés. Une reconnaissance spécifique de l'antigéne est
indispensable a la formation de ces amas de cellules T CD8+. En effet, des
antigenes non reconnus par ces T CD 8+ effecteurs n'ont pas permis d'initier la
formation de grappes de cellules T CD8+. Plus important encore, la formation de
cet amas de lymphocytes T CD8 + est nécessaire a une élimination efficace des
hépatocytes parasité et implique une signalisation médiée par les récepteurs
couplés a la protéine G, ce qui a été démontré par l'utilisation de toxines
pertussiques inhibant ces récepteurs (Cockburn et al., 2013). Dans leur
ensemble, ces études d'imagerie in vivo ont démontré que 1'élimination des
cellules cibles est un processus long qui nécessite le recrutement de plusieurs
lymphocytes T pour éliminer 1'hépatocyte infecté. En plus de la reconnaissance
directe des hépatocytes infectés, les lymphocytes T CD8+ spécifiques des
antigenes palustres interviennent dans la protection par la production de
plusieurs cytokines effectrices, dont I'IFN-y et le TNF-a et, dans une certaine
mesure, par une réponse cytotoxique via la production de perforine/granzyme B
(Nussler et al., 1991; Schofield et al., 1987). Les lymphocytes T CD8+ mémoires
résidant du foie exprimeraient des niveaux plus élevés de granzyme B et d'IFN-y
que leurs homologues dans d'autres organes (S.-W. Tse, Cockburn, Zhang, Scott,
& Zavala, 2013). Cependant, il est probable que ces deux voies fonctionnent de
facon indépendante parce que les cellules T CD8+ dépourvues d'IFN-y sont
capables de limiter la croissance des parasites (Chakravarty, Baldeviano,
Overstreet, & Zavala, 2008) et les souris dépourvues de perforine et de FasL
peuvent aussi mettre en place une réponse protectrice (Morrot & Zavala, 2004;
Sze-Wah Tse, Radtke, & Zavala, 2011).
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Comme les cellules infectées par des parasites sont éliminées de maniere
dépendante du contact cellulaire et que de nombreux lymphocytes T CD8+ sont
nécessaires, un nombre suffisamment élevé de Ilymphocytes T CD8+
antiparasitaires, en particulier dans le foie, est essentiel pour le contréle précoce
des agents pathogeénes, car un schizonte qui échappe a l'immunosurveillance
peut donner naissance a des milliers de mérozoites. Ainsi, le controle précoce
des pathogenes dans le foie est la clé de la résistance de 1'héte. Ces exigences
rigoureuses expliquent en partie les défis de la protection stérile contre les

parasites du paludisme.

Stade érythrocytaire

Comme les érythrocytes n'expriment pas les molécules du CMH de classe I, une
immunité protectrice conférée par les lymphocytes T CD8+ contre les stades
sanguins de l'infection reste controversée. Néanmoins, des études ont montré
que la déplétion des lymphocytes T CD8+ entraine une élimination retardée des
stades sanguins de P. chabaudi chez la souris (Podoba & Stevenson, 1991). De
plus, des réponses de lymphocytes T CD8+ spécifiques des stades sanguins ont
été décrites chez les rongeurs (Lau et al., 2011; Miller, Gibbins, Matuschewski,
& Hafalla, 2017), et chez I'humain infectés par P. falciparum (Woodberry et al.,
2009). Une récente étude a méme mis en évidence dans le modele murin, une
activité cytotoxique Fas-dépendante des lymphocytes T CD8+ contre des
érythroblastes infectés (présentant le CMH de classe I) en collaboration avec les
phagocytes (Imai et al., 2015). Ces études suggerent que les lymphocytes T
CD8+, dans une certaine mesure, contribuent a l'immunité protectrice contre
l'infection des stades érythrocytaires ; cependant, les lymphocytes T CD8+ ont

également été impliqués dans la pathogenése des formes séveres (Cf. p.54)

2. IMMUNITE A MEDIATION HUMORALE

Les anticorps sont des composantes importantes de cette immunité acquise,
comme en témoignent les études de transfert passif dans lesquelles des

immunoglobulines issues de sérum d'adultes immuns ont été utilisés avec succes
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pour traiter des patients impaludés (Cohen, McGregor, & Carrington, 1961;
Sabchareon et al., 1991). Les anticorps sériques, qui sont fabriqués par les
plasmocytes, interviennent dans la protection en agissant principalement contre
les parasites des stades sanguins asexués qui causent les symptomes cliniques

du paludisme. Leurs cibles comprennent :

- les antigenes impliqués dans l'invasion des érythrocytes par les mérozoites
(MSP1, AMA-1...)(Mueller et al., 2013; Richards & Beeson, 2009)

- les antigenes variables de surface impliqués dans la cytoadhérence,
principalement PFEMP1 (Chan, Fowkes, & Beeson, 2014).

Les anticorps pourraient potentiellement agir contre le mérozoite libre avant
qu'il n'envahisse les érythrocytes ou contre le globule rouge infecté avant sa
cytoadhésion aux parois endothéliales (Duncan, Hill, & Ellis, 2012; Dutta et al.,
2009; O’Donnell et al., 2001; Sanjay Singh et al.,, 2006); en agissant
conjointement avec le complément (Boyle et al.,, 2015) ou par des mécanismes
d'ADCC (cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps) (P. Druilhe
& Pérignon, 1994; Khusmith & Druilhe, 1983; Pérignon & Druilhe, 1994), d’ADCI
(inhibition cellulaire dépendante des anticorps) et d'opsono-phagocytose (Chan
et al.,, 2014; D. L. Hill et al., 2013; F. H. Osier et al., 2014) par les cellules
phagocytaires, telles que les monocyte/macrophages, les neutrophiles et les
éosinophiles, réduisant ainsi la densité parasitaire et les symptoémes cliniques
(Fig. 17). Cette gamme de fonctions effectrices est médiée par le fragment
cristallisable de I’anticorps (Fc). Parmi les quatre sous-classes d'IgG, les IgG1 et
IgG3 peuvent fortement favoriser la liaison des composants du complément et se
lier avec une grande affinité aux récepteurs Fc (FcR), notamment les récepteur
FcyRIla et FcyRIlla (Jafarshad et al., 2007), sur les cellules phagocytaires
(Vidarsson, Dekkers, & Rispens, 2014), et sont donc appelés anticorps
"cytophiles". Chez les individus naturellement immunisés contre le paludisme, la
réponse IgG dirigée contre les antigenes du mérozoite implique principalement
les IgG1 et IgG3 cytophiles (Bouharoun-Tayoun & Druilhe, 1992; David Courtin
et al., 2009; Oeuvray et al., 2000; Stanisic et al., 2009), ce qui confirme que les
fonctions d'anticorps médiées par la région Fc sont importantes pour l'immunité

antipaludique.
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Fig. 17. Mécanismes effecteurs de la réponse immunitaire adaptative a médiation humorale dirigée contre les
stades érythrocytaires. Les anticorps dirigés contre les mérozoites peuvent prévenir l'invasion des érythrocytes; fixer le
complément a 'origine de la lyse les mérozoites; opsoniser les mérozoites afin qu'ils soient adsorbés par les cellules
phagocytaires; et stimuler les monocytes et les macrophages pour libérer des molécules qui tuent les parasites
érythrocytaires. Les anticorps dirigés contre les globules rouges parasités peuvent bloquer la cytoadhérence de ces
globules rouges, perturber les rosettes que les globules rouges parasités forment avec des globules rouges non infectées,
et opsoniser ces globules rouges parasités pour permettre leur adsorption par les cellules phagocytaires. Les anticorps
reconnaissant la surface des mérozoites activent les cellules effectrices, ce qui a pour effet de diminuer la parasitémie
(ADCI). Adapté de (A. Teo, Feng, Brown, Beeson, & Rogerson, 2016)

Les monocytes et les macrophages jouent également un roéle important dans
I'immunité adaptative humorale via leur capacité de phagocytose et d’inhibition
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC et ADCI), ainsi que leur capacité a
produire des cytokines et des molécules anti-parasitaires, tels que 1’oxyde
nitrique (NO)(Fritsche, Larcher, Schennach, & Weiss, 2001), suite a leur
activation par I'IFN-y produit par les lymphocytes T CD4+.

L'efficacité de la phagocytose médiée par les anticorps dépend de l'expression
des FcyRs par les monocytes. Plusieurs isoformes des FcyRs existent, mais pas
toutes ne sont impliquées dans la phagocytose des érythrocytes infectés. En

effet, FcyRI et FcyRIla peuvent médier la phagocytose des globules rouges
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infectés opsonisés par des anticorps (Tebo, Kremsner, & Luty, 2002), alors que
FcyRIIb, un récepteur inhibiteur, atténue les réponses immunitaires (y compris la
phagocytose) lorsqu'il est activé (Hunter et al., 1998). D'ailleurs, une étude a
montré que le polymorphisme FcyRIIb™, qui se traduit par un
dysfonctionnement du FcyRIIb, est associé a une protection contre le paludisme
grave (Willcocks et al., 2010), peut-étre par l'absence d'effet inhibiteur du
FcyRIIb. Cela pourrait permettre aux monocytes/macrophages de phagocyter les
globules rouges infectés plus efficacement (Clatworthy et al., 2007). D'autres
études ont montrés que, les polymorphismes de FcyRIIa et FcyRIIb peuvent avoir
un impact sur le potentiel phagocytaire des monocytes/macrophages et donc
influencer leur capacité a éliminer l'infection(K. G. C. Smith & Clatworthy, 2010).
Un résidu d'arginine a la position 131 du FcyRIIa (FcyRIIaR!3!) est capable de
médier une liaison de haute affinité avec les IgG1 et les IgG3, tandis qu'un résidu
histidine a cette position (FcyRIIaf!3!) favorise une interaction avec les IgG2 et
les IgG3. Comme les IgG1 et les IgG3 sont les principaux isotypes impliqués dans
la phagocytose opsonique des globules rouges infectés (Keen et al., 2007), les
monocytes portant un récepteur FcyRIIa®?' sont plus susceptibles de protéger
contre une forte parasitémie (Cooke et al., 2003; Shi et al., 2001). Toutefois, deux
études conduites au Burkina Faso et au Brésil suggérent que, chez les individus
porteur de l'allele H131 du géne FCGR2A, les anticorps IgG2 seraient cytophiles
et conféreraient une protection a l'infection (Aucan et al., 2000; Leoratti et al.,
2008).

Les monocytes ont également montré une activité cytostatique contre les
érythrocytes infectés opsonisés par les anticorps via un mécanisme d’ADCI. En
effet, l’activation par les globules rouges infectés, entrainerait la libération par
les monocytes de médiateurs solubles inconnus capables d’inhiber la croissance
et la prolifération des parasites érythrocytaires environnants (Bouharoun-Tayoun,
Oeuvray, Lunel, & Druilhe, 1995). La encore, 'efficacité de ce mécanisme dépend
de l'expression des FcyR, et plus précisément des récepteurs FcyRII or FcyRIII
qui sont les seuls a médier cette activité cytostatique (Bouharoun-Tayoun et al.,
1995; Jafarshad et al., 2007).

La variété du répertoire et le taux d'anticorps sont donc importants en termes de

réponses protectrices, les individus qui possedent un plus grand répertoire sont
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mieux protégés des formes séveres (Dent et al., 2015; Gray et al., 2007; F. H. A.
Osier et al., 2008; Rono et al., 2013).

Il convient de noter aussi que certaines classes d’anticorps, et plus précisément
les IgE, sont associées a la pathogenése des formes séveres (Calissano et al.,
2003; Kumsiri, Troye-Blomberg, Pattanapanyasat, Krudsood, & Maneerat, 2016;
Perlmann et al., 2000). Ce role pathogene serait lié a la capacité des complexes
immuns formés par les IgE a induire la production de TNF-a par les monocytes et
éventuellement d'autres cellules effectrices apres leur fixation aux récepteurs
cellulaires Fce (CD23). Une autre hypothese pouvant expliquer l'origine de la
pathogenese liée au IgE a été proposée par une récente étude conduite chez la
souris qui a montrée que le parasite PbA induit la production d’un récepteur
pour IgE (FceRI) a la surface des neutrophiles (Porcherie et al., 2011). Or, les
neutrophiles sont des cellules généralement dépourvues de ce type de récepteur.
Les neutrophiles FceRI+ se localisent de préférence dans le cerveau et induisent
des niveaux élevés de cytokines pro-inflammatoires a Il'origine du

neuropaludisme.

Pour confirmer ce résultat, les chercheurs ont administré ces neutrophiles
FceRI+ a des souris résistantes au paludisme cérébral (dénuées de ce type de
neutrophiles). Ils ont pu ainsi valider que l'interaction des IgE avec le récepteur
FceRI+ a la surface des neutrophiles était indispensable au développement de la
maladie. Ce type de neutrophiles FceRI+ a été retrouvé en faible quantité chez
les individus atteints de psoriasis, pathologie qui serait notamment induite par
I’activation des cellules porteuses de FceRI+ par les IgE (Yan et al., 2016).
Limplication de ces neutrophiles FceRI+ dans les formes séveres de paludisme

chez ’homme reste a démontrer.

Toutefois, d'autres observations appuient 1'idée selon laquelle des anticorps IgE

spécifiques protegent contre le paludisme:

- les taux d'IgE augmentent avec l'age, ce qui détermine l'acquisition de
I'immunité naturelle (R. S. Desowitz, Elm, & Alpers, 1993; Maeno et al., 1993) ;

- chez les individus atteint de paludisme sévere, la concentration d'anticorps IgE
contre P. falciparum est plus faible chez les patients comateux que chez les

patients non comateux (Calissano et al., 2003) ;
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- une étude réalisée dans le groupe ethnique Fulani, qui est moins vulnérable aux
infections paludéennes, a révélé que les Peuls étaient moins parasités, avaient
moins de clones de parasites circulants dans leur sang et avaient des anticorps
IgG et IgE spécifiques significativement plus élevés que les Dogons plus
sensibles (Farouk et al., 2005, 2005) ;

- une étude réalisée en Tanzanie a montré qu'un taux élevé d'IgE spécifique

réduit le risque d'acces palustres subséquents (Bereczky et al., 2004) ;

- plus récemment, on a constaté que les anticorps IgE spécifiques d'antigenes
chez les patients atteints de paludisme asymptomatique et non compliqué étaient
plus élevés que chez les patients atteints de formes graves (Duarte et al., 2007).
Par ailleurs, une analyse en cours dans une population burkinabé conduite par
notre équipe montre une corrélation entre un taux d'IgE spécifiques élevé et une

faible parasitémie.

Parmi les raisons qui expliquent ces roles apparemment antagonistes d'IgE dans
la maladie palustre, il y a bien shr la diversité génétique des populations
humaines impliquées dans les différentes études, mais aussi les différentes
souches parasitaires et les infections concomitantes. Ainsi des études intégrant
ces différentes variable pourraient permettre d'évaluer comment la réponse IgE

détermine l'issue clinique de l'infection palustre.

D'autre anticorps ciblent les sporozoites pré-érythrocytaire (comme par
exemples les anticorps anti-CSP, anti-LSA-1 ou anti-TRAP) (Dups, Pepper, &
Cockburn, 2014) et les gamétocytes (par exemple les anticorps anti-Pfs48/45 ou
anti-Pfs230) (Milek et al., 1998; Riley, Williamson, Greenwood, & Kaslow, 1995;
Sutherland, 2009). On s'attendrait a ce que les anticorps anti-sporozoites
préviennent l'infection; toutefois, les données disponibles suggerent que
I'acquisition d'une immunité pré-érythrocytaire protectrice pourrait étre limitée
(Hoffman et al., 1987; Michon et al., 2007; Tran et al., 2013), probablement a

cause du faible inoculum de parasites dans la salive des moustiques.
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B. REPONSE IMMUNITAIRE INNEE

1. LES CELLULES DENDRITIQUES

Les cellules dendritiques sont une lignée de cellules phagocytaires
mononucléaires spécialisées dans la présentation des antigenes. Leur role
central dans l'immunité adaptative et innée est liée a leur capacité a capter,
traiter et présenter les antigenes aux lymphocytes T, a activer directement les
lymphocytes B et a amplifier les réponses immunitaires innées en activant par

exemple les lymphocytes NK et les lymphocytes Tyb (Wykes & Good, 2008).

Les effets direct d’'une infection a Plasmodium sur l'activation et la fonction des
cellules dendritiques chez I’homme est tres controversée. En effet, la premiere
étude s’y étant intéressée, a montré in vitro que les globules rouges infectés
(GRi) par P. falciparum étaient capables de se lier via PfEMP1 au récepteur
« scavenger » CD36 exprimé a la surface des cellules dendritiques humaines et
d'inhiber leur maturation, réduisant ainsi leur capacité a stimuler les réponses
des lymphocytes T (Urban et al., 1999). Ces résultats ont été remis en question
par une étude plus récente qui, elle, a montré que cette inhibition est dose
dépendante et ne nécessite pas de contact entre les cellules dendritiques (DC) et
les érythrocytes parasités. En outre dans cette étude, lorsqu'une faible dose de
globules rouges infectés a été utilisée (ratio 10 GRi : 1 DC), les cellules
dendritiques ont atteint efficacement leur maturation et ont activé la
prolifération des lymphocytes T (Elliott et al., 2007). En revanche, lorsqu’une
forte dose a été utilisé (ratio 100 GRi : 1 DC), la maturation des cellules
dendritique est inhibées, ainsi que l’activation des lymphocytes T. On peut
supposer, que dans un contexte d’infection naturelle, une faible parasitémie
serait a l'origine de la maturation des cellules dendritiques et de 1’activation
subséquente des lymphocytes T ; et une parasitémie élevée serait a l'origine
d’une inhibition de la maturation des cellules dendritiques et de la prolifération

des cellules T, et serait ainsi un moyen d’évasion du parasite.

Dans une étude conduite dans une sous-population d'enfants kényans, aucun
changement du nombre de cellules dendritiques myéloides CDIlc+ et

plasmacytoides n'a été observé entre la phase aigué de l'infection et la phase de

91



rémission (Urban et al., 2006). En revanche, le nombre de cellules dendritiques
myéloides BDCA3+ (sous-groupe de cellules dendritiques des organes
lymphoides) s'est montré significativement plus élevé chez les enfant atteint de

formes séveres par rapport aux enfants sains.

D’autres études de terrain se sont intéressées au fonctionnement des cellules
dendritiques pendant l'infection a P. vivax. Des parametres comme le nombre de
cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) et myéloides (mDC) ont été évalués
chez des sujets infectés en Thailande et au Brésil, et une diminution du rapport
mDC/pDC a été observée dans les deux études (Gongalves et al., 2010;
Jangpatarapongsa et al., 2008). En outre, 1/3 des patients brésiliens infectés par
P. vivax présentaient une faible expression de CD86 a la surface de leurs DC
(Gongalves et al., 2010). Une réduction similaire des taux de CD86, ainsi que de
CD83 et de HLA-DR, a été observée chez des patients indonésiens infectés par P,
falciparum et P. vivax (Pinzon-Charry et al., 2013). Dans cette étude, cette
réduction était corrélée a une augmentation de 1'apoptose spontanée des cellules
dendritiques et a une altération de leur capacité a capturer, appréter et
présenter les antigenes aux cellules T (Pinzon-Charry et al., 2013). Enfin, une
derniere étude conduite en Indonésie, a montré une conservation voire une
augmentation d'expression de HLA-DR a la surface des cellules dendritiques
chez des individus ayant une parasitémie asymptomatique a P vivax ou P.
falciparum en comparaison aux individus atteints d'acces palustres simples (Kho
et al., 2015). Ces résultats peuvent indiquer que la fonction des cellules
dendritiques est préservée chez les patients infectés asymptomatiques, ce qui
suggérerait que les cellules dendritiques fonctionnelles sont importantes pour le
maintien d'une immunité clinique, mais non parasitaire. Dans l'ensemble, la
question de savoir si l'infection a Plasmodium chez les humains induit ou altere

'activation et la fonctionnalité des cellules dendritiques demeure non résolue.

Stade pré-érythrocytaire

Il a été démontré que les cellules dendritiques pulsées avec des extraits de
sporozoites provoquent 1'élimination spécifique des stades exo-érythrocytaires de
P. vivax dans les hépatocytes infectés via l'activation des lymphocytes T CD8+
cytotoxiques (Vichchathorn et al., 2006), tandis que les cellules dendritiques

pulsées avec un épitope de cellules T CD8+ dérivé de la protéine CSP de P. yoelii
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réduisent la charge parasitaire hépatique chez les souris BALB/c aprés infection
avec des sporozoites de P. yoelii (Bruna-Romero & Rodriguez, 2001). Des études
d'imagerie in vivo ont montré que les cellules dendritiques résidentes du
ganglion lymphatique emprisonnent les parasites et, dans les 12 heures (voire
moins), présentent l'antigéne du sporozoite aux cellules T CD8+ naives.
L'analyse histo-cytométrique a montré également que la présentation de
I'antigene est presque exclusivement médiée par les cellules dendritiques CD8a+
(Radtke, Tse, & Zavala, 2015). L'importance de ce sous ensemble de cellules
dendritiques a été renforcé par d'autres études conduites chez des souris
déficientes en BATF3, c'est-a-dire dépourvue de ce sous-ensemble, qui ont
montré des réponses altérées de cellules T CD8+ apres immunisation avec des
sporozoites (Lau et al.,, 2014; Montagna, Biswas, Hildner, Matuschewski, &
Dunay, 2015; Radtke et al., 2015). Enfin, une récente étude a montré que la
réponse protectrice des cellules T CD8+ contre une souche de P. yoelii
génétiquement modifiée dépendait de la maturation efficace des cellules

dendritiques obtenue par signalisation CD40 (Murray et al., 2015).

Le fait que les cellules dendritiques soient capables d'induire une réponse des
cellules T CD8+ contre les antigenes exprimés au stade pré-érythrocytaire
semble incontestable. Toutefois, une observation faite par Ocana-Morgner et al. a
ajouté un niveau de complexité supplémentaire a la fonction des cellules
dendritiques dans les stades hépatiques. En effet, cette étude du stade sanguin
de P. yoelii 17XNL a montré que les cellules dendritiques de souris infectées
présentent un phénotype immature et sont incapables d'initier une réponse des
lymphocytes T CD8+ contre les antigénes du stade hépatique, suggérant
I’inhibition d'une réponse protectrice contre ce stade lors d'une réinfection
(Ocana-Morgner, Mota, & Rodriguez, 2003). Un facteur soluble non identifié,
libéré par les globules rouges infectés, serait responsable de l'inhibition de la
maturation des cellules dendritiques (Orengo, Wong, Ocaha-Morgner, &
Rodriguez, 2008). Néanmoins, cette inhibition serait dose-dépendante et

réversible.

Stade érythrocytaire

Le role des cellules dendritiques dans l'activation de la réponse des lymphocytes

T CD4+ a également été évalué au cours de l'infection a P. yoelii. Les cellules
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dendritiques issues de souris infectées (6e jour) ont présenté une expression plus
élevée des molécules de co-stimulation, le CD80 et le CD40, et ont été en mesure
de présenter efficacement des antigenes aux cellules T CD4+ qui, a leur tour, ont
produit des niveaux plus élevés d'IL-2, d'IFNy et de TNFa. La production de ces
cytokines a nécessité une sécrétion d’'IL12 par ces cellules dendritiques
(Luyendyk, Olivas, Ginger, & Avery, 2002; Perry, Rush, Wilson, Olver, & Avery,
2004).

Les infections a P. chabaudi ont également mis en lumiere le role des cellules
dendritiques dans le paludisme. Des études in vitro ont montré que les
schizontes de P. chabaudi induisent une expression de CMH de classe II, de
molécules de co-stimulation ainsi qu'une production d'IL-6, d’'IL12 et de TNF«
par les cellules dendritiques (Seixas, Cross, Quin, & Langhorne, 2001). Le role
des cellules dendritiques CD8a+CD11b— et CD8ua—-CDI11b+ dans la
présentation de l'antigene et l'activation spécifique des lymphocytes T CD4+ a
également été étudié. Malgré le fait que ces deux sous-ensembles induisent une
production d'IFNy par les lymphocytes T, seules les cellules dendritiques
CD8ua—CD11b+ isolées lors du pic d'infection (7e jour) ont pu induire une
prolifération des cellules T CD4+ et une production importante d'IL-4 et d'IL-10
par ces cellules (Sponaas et al., 2006), ce qui suggére que ce sous-ensemble
pourrait étre responsable du passage d'une réponse pro-inflammatoire Thl
observée au cours des premiers jours a une réponse anti-inflammatoire Th2.
Cependant, une autre étude a montré que les 10e et 13e jours apres l'infection a
P. chabaudi, les cellules dendritiques CD8a—CD11b+ ne sont plus en mesure
d'induire la prolifération des cellules T CD4+ ou la production de cytokines en
raison d'une réduction des molécules de co-stimulation a leur surface et d'une
production d'IL-12 réduite (Sponaas, Belyaev, Falck-Hansen, Potocnik, &
Langhorne, 2012). Néanmoins, la réponse des lymphocytes T CD4+ in vivo se
rétablit plus tard et les souris sont capables de contréler l'infection (Jean
Langhorne et al., 2008). Les cellules dendritiques plasmacytoides ont également
été étudiées dans ce modele et, malgré une augmentation de leur nombre
pendant l'infection, elles n'ont joué aucun role dans l'activation des lymphocytes
T CD4+ ni dans le contréle de l'infection (Voisine et al., 2010). Par contre, dans
un modele d'infection a P yoelii, le nombre de cellules dendritiques

plasmacytoides a augmenté au jour 6 et est demeuré élevé jusqu'au jour 14, et
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elles ont été capables d'activer des lymphocytes T CD4+ exprimant I'IL-10 (Wong
& Rodriguez, 2008). L'ensemble de ces résultats suggerent que différents sous-
ensembles de cellules dendritiques auraient des fonctions différentes au cours du
stade sanguin de l'infection palustre, les cellules dendritiques myéloides
participant a l'induction de la réponse pro-inflammatoire a un stade précoce et
les cellules dendritiques plasmacytoides permettant une réponse plus équilibrée

a un stade ultérieur.

Les cellules dendritiques sont capables de lier et d'internaliser les globules
rouges infectés par P. chabaudi. Ainsi, il a été démontré que l'internalisation des
globules rouges infectés était associée la encore, a une sur-expression des
molécules de CMH de classe II et de molécules de co-stimulation, a la production
d'IL-12 et a la stimulation de la prolifération des lymphocytes T CD4+ et de leur
production d'IFNy (Ing, Segura, Thawani, Tam, & Stevenson, 2006). De plus, une
étude récente utilisant la microscopie intravitale chez la souris a montré que les
cellules dendritiques spléniques interagissent non seulement avec les
lymphocytes T CD4+ dans les régions riches en lymphocytes T et dans la pulpe
rouge, mais aussi avec les globules rouges infectés dans un processus de
phagocytose, contribuant directement a leur élimination lors de l'infection aigué
(Borges da Silva et al., 2015).

Les cellules dendritiques jouent également un rbéle important dans l'activation
directe des cellules B, via la production d'un facteur d'activation de ces cellules
(BAFF) qui améliore leur différenciation et leur survie (Avery et al., 2003). En
effet, au cours de l'infection a P. yoelii, une diminution du pourcentage de
cellules dendritiques exprimant le BAFF a été observée. Cette diminution a été
corrélée a une réduction de leur capacité a entrainer la différenciation des
cellules B mémoire en cellules sécrétrices d'anticorps (Liu et al.,, 2012). Enfin,
outre les cellules T et B, les cellules dendritiques sont également capables
d'interagir avec des cellules immunitaires innées telles que les cellules NK et les
lymphocytes Ty6. La déplétion des cellules NK pendant l'infection a P. berghei
ANKA entraine une réduction significative de l'activation des cellules T CD8+ par
les cellules dendritiques, mais n' a pas affecté les cellules T CD4+. Il semblerait
que les cellules NK stimulent les cellules dendritiques qui en réponse produisent
I'IL-12 nécessaire pour une activation optimale des cellules T. L'effet des cellules

dendritiques sur la fonction des cellules NK a également été évaluée, et la
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déplétion des cellules dendritiques chez la souris infectée par PbA réduit les
réponses IFNy médiées par les cellules NK contre cette espece de Plasmodium
(Ryg-Cornejo et al., 2013). De la méme maniere, les lymphocytes Ty6 peuvent
également communiquer avec les cellules dendritiques via 1'expression du CD40L
et la production d'IFNy qui, a son tour, permet l'activation des cellules

dendritiques (Inoue, Niikura, Mineo, & Kobayashi, 2013).

Toutes ces réponses ne sont possibles qu’apres reconnaissance du parasite
palustre via différents types de récepteurs exprimés a la surface des cellules
dendritiques. Mais quels sont ces récepteurs ? Quelles molécules reconnaissent-
elles ? Et quels sont les effets de ces interactions sur les fonctions des cellules

dendritiques ?

L'expression de TLR a la surface des cellules dendritiques a été étudiée chez des
patients infectés par P. falciparum. Ces derniers manifestant des formes bénignes
et séveres de la maladie ont présenté une expression accrue de TLR2 et de TLR4
a la surface des cellules dendritiques myéloides et une diminution de 1'expression
intracellulaire de TLR9 dans les cellules dendritiques plasmacytoides,
comparativement aux témoins sains (Loharungsikul et al., 2008). Toutefois, une
autre étude a montré que la voie de signalisation TLR9-MyD88 était nécessaire
pour l'activation des cellules dendritiques plasmacytoides lors de la stimulation a
l'aide de schizontes (Pichyangkul et al., 2004). D’autres travaux utilisant des
souris infectées par P. chabaudi ont montré que les cellules dendritiques issues
des souris déficiente en MyD88, mais pas celles issues de souris déficientes en
TLR2, TLR4, TLR6, TLR9 ou CD14, ne sont pas capables de produire des
cytokines pro-inflammatoires et d'induire une réponse des lymphocytes T CD4+
(Franklin et al., 2007). Ces résultats suggerent que la voie MyD88 est nécessaire
dans l'induction de réponses pro-inflammatoires et l'activation des lymphocytes
T, mais que l'interaction de différents ligands avec d’autres TLR peuvent activer

cette voie.

D’autres études plus approfondies se sont intéressées aux molécules parasitaires
liant ces TLR et plus particulierement a 1'hémozoine et au
glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Gazzinelli, Kalantari, Fitzgerald, &
Golenbock, 2014). Concernant 1'hémozoine, des résultats contradictoires ont été

obtenus et son réle est toujours controversé. Initialement, il a été démontré que
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I'hémozoine était présente dans les macrophages et les monocytes en circulation
pendant l'infection a P. falciparum, réduisant ainsi leur capacité a phagocyter
d'autres particules ou a générer une réponse oxydative (Schwarzer, Alessio,
Ulliers, & Arese, 1998). Des monocytes humains ayant internalisé des molécules
d'hémozoine puis ayant été différenciés, in vitro, en cellules dendritiques ont
présenté une altération de 1'expression des molécules de CMH de classe II et des
molécules co-stimulatrices (O. A. Skorokhod, Alessio, Mordmuller, Arese, &
Schwarzer, 2004; O. Skorokhod, Schwarzer, Grune, & Arese, 2005), tandis que
des cellules dendritiques dérivées de monocytes incubées avec des molécules
d'hémozoine de synthese ont montré une sur-expression de molécules de co-
stimulation et une libération de cytokines pro-inflammatoires (IL-6) et anti-
inflammatoires (IL-10 et TNFa mais pas d'IL-12) entrainant une activation
suboptimale de cellule T (Bujila et al., 2016; Giusti et al., 2011). En outre, dans
un modele d'infection a P. chabaudi, les cellules dendritiques contenant de
I'hémozoine n'ont pas été en mesure d'activer complétement les lymphocytes T et
ceci en raison d'un interaction altérée (Millington et al., 2007; Millington, Di
Lorenzo, Phillips, Garside, & Brewer, 2006).

Différents résultats ont montré que seule 1'hémozoine des globules rouges
infectés par P. falciparum, et non 1'hématine (hémozoine synthétique), est
capable d'induire des cellules dendritiques dérivées de monocytes humains a sur-
exprimer les molécules de co-stimulation (CD83, CD86 et CD1a) et a produire de
I'IL-12 (Coban, Ishii, Sullivan, & Kumar, 2002). Une étude menée par le méme
groupe a précisé que cet effet dépendait d'une activation médiée par le TLR9 et
Myd88, et non de TLR2, TLR4, TLR7 ou TRIF (Coban et al., 2005). Contrairement
a ces auteurs, Parroche et al. ont montré que 1'hémozoine n'est pas un ligand
direct pour le TLR9, mais qu'elle agit plutdot comme un transporteur de I'ADN
plasmodial qui est phagocyté par les cellules dendritiques puis transporté dans
les compartiments intracellulaires (Parroche et al., 2007). Enfin, Wu et coll. ont
soutenu que 1'hémozoine n'était ni un ligand du TLR9 ni un transporteur. Leurs
résultats ont plutét montré que c’est un complexe ADN-protéine qui est a
I'origine de l'activation des cellules dendritiques via la signalisation TLR9 (Wu,
Gowda, Kumar, & Gowda, 2010). De plus, I'hémozoine s’est également montré
capable d’activer l'inflammasome NLRP3 au cours d'infections expérimentales
par le paludisme (Dostert et al., 2009; Shio et al., 2009).
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Les ancrages GPI se sont avérés eux aussi doué d’'une grande capacité a lier les
cellules dendritiques. Ainsi, les ancrages GPI issues de mérozoites de P.
falciparum induisent la production de cytokines pro-inflammatoires et de NO par
les macrophages et les cellules dendritiques (Kumar, Gowda, Wu, Gowda, &
Gowda, 2012; Tachado et al., 1996; Zhu, Krishnegowda, & Gowda, 2005)
principalement via une interaction avec le TLR2 mais aussi, dans une moindre
mesure, avec le TLR4 (Zhu et al., 2005), ce qui nécessite une coopération avec le
CD36 (Erdman et al., 2009).

2. LES MONOCYTES /| MACROPHAGES

Outre leur fonction en tant que cellules présentatrices d’antigenes parasitaires
au cours de l'infection palustre, les monocytes et les macrophages jouent un réle
majeur dans I'immunité innée via leur capacité de phagocytose non-opsonique ou
médiée par le complément (via le récepteur du complément 1) (Roestenberg et
al., 2007; Silver, Higgins, McDonald, & Kain, 2010) des érythrocytes infectés et

des mérozoites libres (Tham et al., 2010).

Jusqu'a présent, seul le récepteur scavenger CD36 a été directement impliqué
dans l'adsorption non-opsonique des érythrocytes infectés. En effet, une étude a
montré que des macrophages issues de souris KO pour le géne codant le CD36
phagocytent 80 % moins de globules rouges parasités que les macrophages des
souris sauvages (Patel et al., 2004). L'efficacité de la phagocytose médiée par ce
récepteur dépend de divers facteurs, dont le phénotype des molécules d'adhésion
parasitaires, et plus particulierement de PfEMP1. Par exemple, les érythrocytes
infectés du placenta se lient de préférence a la chondroitine sulfate A, mais ne se
lient généralement pas au CD36, ce qui permet aux parasites gestationnel
d'éviter une clairance précoce par les monocytes/macrophages (Hviid, Marinho,
Staalsoe, & Penha-Gongalves, 2010; Serghides, Patel, Ayi, & Kain, 2006).

Tout comme pour les cellules dendritiques, la production de cytokines par les
monocytes/macrophages dépend du récepteur impliqué et du ligand parasitaire
reconnu, mais aussi du mécanisme phagocytaire engagé. Ainsi, la phagocytose
non-opsonique des érythrocytes infectés médiée par les récepteurs CD36 n'induit
pas la production de TNF-a, méme en présence d'agonistes de TLR (Erdman et

al., 2009) ; contrairement a la phagocytose médiée par les récepteurs FcyR, qui
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favorise la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Ludlow et al., 2012). Les
réponses des cytokines par les monocytes/macrophages peuvent donc différer
entre les individus immunisés et non immunisés, ce qui peut contribuer a leurs

différentes capacités a éliminer l'infection.

3. LES CELLULES Tyb

Les cellules Tyb6 sont des lymphocytes non conventionnels exprimant un TCR
composé de chaines y et 6 et dont le systeme de reconnaissance de l'antigene
differe de celui des lymphocytes Tapf a savoir qu'elles ne nécessitent pas une
présentation de l'antigene par les molécules de CMH. Bien qu'elles constituent
une tres petite population de cellules dans le sang périphérique, plusieurs études
ont montré leur implication dans la réponse immunitaire précoce contre les
stades érythrocytaires de l'infection palustre. En effet, il a été observé que cette
population de cellule prolifere fortement, produit des cytokines pro-
inflammatoires en réponse a la stimulation par Plasmodium et s'étend de
maniere marquée apres une infection palustre chez des hoétes naifs (Behr &
Dubois, 1992; Goodier, Lundqvist, Hammarstrom, Troye-Blomberg, & Langhorne,
1995; Roussilhon, Agrapart, Ballet, & Bensussan, 1990; Seder et al., 2013;
Teirlinck et al., 2011b, 2015).

Ces cellules, et plus particulierement le sous-ensemble Vy9V62, réagissent
rapidement aux phospho-antigenes produits par l'apicoplaste plasmodial et il a
été démontré qu'elles inhibent in vitro la croissance des parasites par la
libération de granules cytotoxiques contenant de la granulysine (Costa et al.,,
2011; Elloso, van der Heyde, vande Waa, Manning, & Weidanz, 1994). Compte
tenu de ces attributs, les lymphocytes T Vy9V62 peuvent fonctionner comme des
cellules effectrices prétes a 1'emploi et donc étre tres importantes au début de la
réponse a l'infection palustre. Corroborant cette hypothése, une étude conduite
en Papouasie-Nouvelle-Guinée, a montré une association entre 1'IFN-y produite
par ces cellules et la protection contre l'infection a P. falciparum a forte charge
parasitaire (D’Ombrain et al., 2008), et des pourcentages plus élevés de ces
cellules ont récemment été associés a la protection contre une ré-infection a
Plasmodium falciparum chez les personnes recevant un vaccin expérimental a

base de sporozoite atténué (Ishizuka et al., 2016).
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Alors que les lymphocytes T Vy9V62 peuvent jouer un réle dans 1'élimination des
parasites, leur production de cytokines pro-inflammatoires a été impliquée dans
la pathogenese des symptomes graves du paludisme (Stanisic et al., 2014). Ainsi,
la réduction de l'activation excessive des lymphocytes T Vy9V62 peut étre
nécessaire pour le développement d'une immunité clinique contre le paludisme.
En accord avec cette hypothese, différentes études ont montré que le paludisme
répété (notamment en région endémique) était associé a une perte de cellules T
Vy9V62+ dans le sang périphérique, a une diminution de leur prolifération et de
la production de cytokines par ces cellules en réponse a la stimulation par les
antigenes palustres et a une surexpression de nombreux génes associés a la
modulation de la réponse immunitaire (Farrington et al., 2016; Jagannathan et
al., 2014). De plus, la perte et le dysfonctionnement des lymphocytes T Vy9Voé2+
ont été associés a une probabilité plus faible de développer des symptémes lors
d'une infection ultérieure (Jagannathan et al., 2014). Une récente étude conduite
en Ouganda, a montré qu'une production plus élevée de cytokines pro-
inflammatoires par les cellule T Vy9V62 est associée a une protection contre une
infection a P. falciparum ultérieure, mais aussi a une probabilité accrue de
développer des symptémes une fois l'individu infecté. Les lymphocytes T Vy9V62
semble donc jouer un role dans la prévention de l'infection palustre chez les
enfants vivant en milieu endémique; la perte progressive et le dysfonctionnement
de ces cellules pourrait représenter un mécanisme de tolérance a la maladie qui
contribue au développement de l'immunité clinique contre le paludisme
(Jagannathan et al., 2017). Une autre étude a, quant a elle, mis en évidence une
prolifération de cellules Ty6 non-Vy9 qui produit de I'IL-10 chez les patients

prémunisés (Taniguchi et al., 2017).

Enfin, une étude récente propose un role de cellules présentatrice de l'antigene.
Dans cette étude, les lymphocytes T Vy9V62 d’individus infectés par P.
falciparum ont montré un phénotype de CPA partiel (forte expression de HLA-DR
et CD86), phénotype qu'elles acquierent apres stimulation par des globules
rouges infectés. De plus, elle montre que, suite a une stimulation par les globules
rouges infectés, les cellules T Vy9V62 pulsées par une protéine virale sont
capables de présenter l'antigene aux T CD8+ spécifiques qui produisent de 1'IFN-
y (Howard et al., 2017).
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4., LES CELLULES NKT

Les lymphocytes NKT constituent un groupe de cellules hétérogenes possédant a
la fois des marqueurs de lymphocytes T (TCR et CD3) et de lymphocytes NK
(CD161) et qui sont restreints au CD1d, une molécule présentatrice d'antigenes
glycolipidiques analogue a la molécule de CMH de classe I. Bien que, ces cellules
ne représente que 0.2 % des lymphocytes T du sang périphérique, elles semblent
impliquée dans l'immunité protectrice contre l'infection palustre et plus
particulierement contre les stades hépatiques. En effet, une étude conduite chez
le modele murin a montré que l'administration du glycolipide «-
galactosylcéramide (a-GalCer) a des souris infectées par P. yoelii et P. berghei
inhibe le développement des parasites intra-hépatocytaires prévenant ainsi de
'apparition des stades sanguins asexués de l'infection (Gonzalez-Aseguinolaza et
al., 2000). En outres, d'autres travaux ont rapporté qu'une expansion des cellules
NKT activées au niveau du foie était observée suite a l'infection des souris par
des sporozoites de P. yoelii. Ces travaux ont également montré in vitro que ces
cellules inhibent la croissance parasitaire intra-hépatocytaire, partiellement
meédiée par I'INF-y (Pied et al., 2000). Néanmoins, une étude in vivo récente de la
méme équipe a montré que des souris déficientes en CD1d ne présentent aucune
différence de charge parasitaire dans le foie ou le sang apres infection a P. yoelii
en comparaison aux souris témoins, suggérant que les cellules NKT joueraient un

role mineur dans le contréle de l'infection palustre (Soulard et al., 2007).

D'autre part, 1'hypothese du role des cellules NKT en tant que cellules T
auxiliaires médiant la production d'anticorps antipaludiques par les cellules B a
aussi été avancée mais reste controversée. En effet, une étude a démontré que la
réponse humorale dirigée contre la protéine circumsporozoite est fortement
diminuée chez les souris déficiente en CD1d (Schofield et al., 1999). De plus,
cette étude a montré que le GPI purifié a partir des stades sanguins de
Plasmodium falciparum était capable de stimuler in vitro des cellules NKT
murines, suggérant que les cellules NKT agissent comme cellules T auxiliaires
pour faciliter la production d'anticorps anti-protéine circumsporozoite par les
cellules B in vivo. Une autre étude a montré que lorsque les cellules NKT CD1d
dépendantes sont activées pendant les stades sanguins asexués de l'infection a P.

berghei, elles favorisent une réponse de type Th2 qui est corrélée avec
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I'amélioration des réponses anticorps spécifiques de P. berghei, en particulier
celles contre la protéine MSP-1 a ancre GPI. Dans cette étude, il convient de
noter que la production d'anticorps contre la protéine MSP-1 a ancre GPI n'a été
significativement réduite chez les souris déficientes en CD1d que durant les
premiers stades suivant l'immunisation, alors qu'aucune différence entre les
souris CD1d déficientes et les souris sauvages n'a été observée lorsque la
réponse aux anticorps anti-MSP-1 a été évaluée apreés une plus longue période
d'infection (Hansen et al.,, 2003). Bien que le mécanisme précis soit inconnu,
cette étude suggere le role des cellules NKT en tant que cellules T auxiliaires
meédiant la production d'anticorps antipaludiques par les cellules B. Le roéle des
cellules NKT en tant que cellules T auxiliaires dans la réponse humorale
antipaludique in vivo a toutefois été remis en question par deux autres études
indépendantes (Brufa-Romero & Rodriguez, 2001; Molano et al., 2000). En
utilisant des souris CD1d déficientes et des souris sauvages controles, ces deux
groupes de recherche ont comparé les taux de réponse humorale contre la
protéine CSP lors de l'immunisation avec des sporozoites de P. yoelii ou P.
berghei, respectivement. Ainsi, il a été démontré que le niveau de réponse
humorale et le niveau d'immunité protectrice contre le paludisme n'était pas
affecté chez les souris déficiente en CD1d quel que soit le contexte génétique des
souris, c'est-a-dire BALB/c et C57BL/6. Ces deux dernieres études semblent
indiquer que les cellules NKT n'ont pas un réle essentiel dans la réponse médiée

par les anticorps.

A ce jour, I'implication des cellules NKT dans I'immunité anti-palustre n’a pas

encore été démontré chez I’homme.

5. LES CELLULES NK

Les lymphocytes Natural Killer sont des cellules essentielles a 1'établissement
d'une réponse immunitaire innée précoce. A ce jour, leur implication dans le
controle des cancers et des infections virales de par la production de cytokines
pro-inflammatoires et la destruction de cellules dysfonctionnelles ou infectées
par une activité cytotoxique est bien établie. Mais de récentes études tendent a
leur attribuer un role majeur dans la lutte contre un plus grand nombre de

pathogéenes, y compris les parasites intracellulaires tels que Plasmodium.
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Ainsi, leur localisation dans le sang périphérique, la rate, le foie et la moélle
osseuse semble idéale pour permettre une interaction avec les cellules infectées
des stades hépatiques et érythrocytaires de l'infection palustre (Grégoire et al.,
2007).

La réponse cytokinique

L'implication des cellules NK dans le controle de l'infection palustre de par la
production de cytokine a été démontrée dans de nombreuses études chez
I’homme et les modeles murins. Ainsi, il a été démontré chez la souris que la
production de cytokines pro-inflammatoires, telles que 1I'IFN-y et le TNFa par les
cellules NK du sang périphérique, de la rate et du foie augmente
significativement en réponse aux stades érythrocytaires et hépatiques de
Plasmodium yoelii (De Souza, Williamson, Otani, & Playfair, 1997; Stegmann, De
Souza, & Riley, 2015), ainsi qu'au stade érythrocytaire de P. chabaudi (De Souza
et al., 1997; Mohan, Moulin, & Stevenson, 1997). Il a également été démontré
que la déplétion expérimentale de cellules NK chez des souris infectées par P,
yoelii ou P. chabaudi entraine une diminution de la production d'IFN-y en
corrélation avec une augmentation de la parasitémie (Choudhury, Sheikh,
Bancroft, Katz, & De Souza, 2000; Mohan et al., 1997), ce qui suggere que les
cellules NK contribuent significativement a la production précoce de cytokines

pro-inflammatoires qui est associée a une meilleure issue clinique.

Dans les stades pré-érythrocytaires de l'infection, I'lFN-y produit par les cellules
NK hépatiques en prolifération inhibe la croissance des schizontes hépatiques (J.
L. Miller, Sack, Baldwin, Vaughan, & Kappe, 2014; Roland et al., 2006). Les
interférons de type I (IFN-a et -B) produits par les cellules dendritiques
plasmacytoides (pDCs) sont considérés comme d'importants moteurs de
'activation des cellules NK hépatiques (J. L. Miller et al., 2014; Nguyen et al.,
2002; Yu et al., 2016) car les souris déficientes en IFNAR (récepteur IFN-a/p
exprimé a la surface des NK) n'ont pas été capables de réduire la charge
parasitaire du stade hépatique dans les infections non létale a P. yoelii (J. L.
Miller et al., 2014). Cependant, certaines études suggeérent que les lymphocytes
NKT et/ou les lymphocytes Tyd peuvent jouer un role plus important que les
lymphocytes NK dans la réponse inflammatoire précoce médiée par les cytokines
(J. L. Miller et al., 2014; Weidanz et al., 2010). La divergence de ces résultats
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pourrait étre due en partie a la variabilité des temps d'infection analysés, ainsi
qu'aux différences entre les souches de Plasmodium et les modeles murins
utilisés. En effet, dans un systéme dynamique comme le systéme immunitaire,
avec des niveaux élevés de redondance (types cellulaires différents sécrétant les
mémes cytokines), il est probable que plus d'un type de cellule ou mécanisme de

protection contribue a l'issue de l'infection.

L'activation des cellules NK au cours de l'infection palustre a elle aussi été
étudiée par de nombreuses études chez 1’'homme et les différents modeles
murins. Ainsi, le réle de I'IL-15 dans l'activation des cellules NK a été démontré
dans un modele de paludisme a P. chabaudi. Deux études comparant des souris
C57Bl/6 déficientes en IL12 ou IL15 avec des souris sauvages suite a l'infection a
P. chabaudi, ont indiquée que 1'IL-15 sécrétée par les cellules dendritiques en
association avec I'IL12 augmente la production d'IFN-y par les cellules NK (Ing,
Gros, & Stevenson, 2005; Ing & Stevenson, 2009). Ces résultats ont été
corroborées par des études in vitro sur les NK humaines montrant que 1'IL-15 est
une cytokine essentielle dans l'activation des cellules NK (Lucas, Schachterle,
Oberle, Aichele, & Diefenbach, 2007), que les combinaisons de cytokines sont
nécessaires pour stimuler la production d'IFN-y par les cellules NK (Aste-
Amezaga, D’Andrea, Kubin, & Trinchieri, 1994; Fehniger et al., 1999; Gramzinski
et al., 2001), et que la perte d'IL-12 se traduit par une diminution des réponses
IFN-y, une parasitémie plus élevée et des réponses médiées par les anticorps
anti-parasitaires moins efficaces (M. M. Stevenson, Tam, Wolf, & Sher, 1995;
Zhong Su & Stevenson, 2002). Parallelement, la signalisation IL-2 favoriserait
'activation complete des cellules NK (Horowitz, Behrens, Okell, Fooks, & Riley,
2010). En effet, une étude récente conduite sur le modele murin de l'infection
palustre a P. yoelii a montré une corrélation entre 1'expression de CD25, la sous-
unité du récepteur a haute affinité de 1'IL2, et la production d’IFN-y par les NK
d’une part et l'issue clinique de l'infection d’autre part. Lexpression du CD25
serait principalement médiée par 1'IL-18 et renforcée par 1'IL-12 (Stegmann et
al., 2015). La corrélation entre l'expression du CD25 et la production d'IFN-y
renforce 1'hypothese du role de 1'IL-2 sécrétée par les lymphocytes T dans le
maintien ou la stimulation des réponses NK chez les souris (Stegmann et al.,
2015). La capacité de répondre aux signaux médiés par les lymphocytes T peut

également indiquer un réle pour les cellules NK au-dela de l'infection précoce.
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L'activation optimale des cellules NK chez I'’homme nécessite également une
stimulation par I'IL-12 et IL-18 produites par les cellules accessoires myéloides
(Jagannathan et al.,, 2014), I'IL-2 produite par les cellules T CD4+ mémoire
(Horowitz et al., 2010) et des contacts physiques entre les cellules NK et les
cellules accessoires myéloides (Baratin et al., 2005, 2007; Newman, Korbel,
Hafalla, & Riley, 2006). La nécessité d’une stimulation par I'IL-12 et I'IL-2 pour
une production optimale d'IFN-y par les cellules NK peut expliquer l'association
entre la production de ces cytokines et I'amélioration de 1'issue clinique dans les

infections humaines a P, falciparum (Prakash et al., 2006).

Dans les modeles murins d'infections palustres graves, une production excessive
d'IFN-y ou de TNF peut conduire a une immunopathologie sévere (G. E. Grau et
al., 1989; Hansen et al., 2014; Lepenies et al., 2007; Villegas-Mendez et al.,
2012) suggérant que, bien que les cellules NK soient bénéfiques dans les
réponses immunitaires précoce du paludisme, elles peuvent contribuer aux effets
néfastes d'une inflammation systémique excessive (Hansen et al., 2014).
Certaines études ont d’ailleurs suggéré que les cellules NK pourraient recruter
des lymphocytes T dans le cerveau pendant les infections murines a P. berghei et
donc contribuer au développement du paludisme cérébral expérimental (Hansen
et al., 2014; Hansen, Bernard, Nie, & Schofield, 2007). Différentes études chez
I’homme suggerent, elles aussi, que la production d'IFN-y, de TNFa et d'IL-12
par les PBMCs est associée a des densités parasitaires plus faibles et a des
concentrations d'hémoglobine plus élevées, mais aussi a une incidence élevée
d'épisodes fébriles chez les enfants ghanéens (Dodoo et al., 2002; Rhee,
Akanmori, Waterfall, & Riley, 2001). Des taux élevés de TNFa ont également été
associés au paludisme grave chez les enfants de cette région (Boeuf et al., 2012).
Ces études indiquent que les réponses pro-inflammatoires excessives sont
corrélées avec des symptomes cliniques plus graves, mais une meilleure

clairance parasitaire.

Les cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGF-B ont donc été montré comme
régulatrice de la réponse immunitaire pro-inflammatoire dans les stades plus
tardif de l'infection palustre, permettant de contrebalancer les effets
pathologiques des cytokines inflammatoires (C. Li, Corraliza, & Langhorne, 1999;
Ching Li, Sanni, Omer, Riley, & Langhorne, 2003; Omer & Riley, 1998). Ainsi, une

étude a montré que la neutralisation du TGF-B s’avere létale dans une infection a
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P. chabaudi chabaudi normalement non mortelle (Omer & Riley, 1998), et
I'absence d'IL-10 chez les souris IL-10-/- entraine une augmentation de la
production d'IFN-y , de TNFa et d'IL-12 et exacerbe la pathologie et la mortalité
(Couper et al., 2008; C. Li et al., 1999). L'IL-10 et le TGF-p semblent présenter un
certain chevauchement de fonctions et peuvent individuellement diminuer les
réponses pro-inflammatoires (Ching Li et al., 2003), bien que les deux soient
suggérées dans la régulation de l'activation des macrophages (Bogdan, Paik,
Vodovotz, & Nathan, 1992; Couper et al., 2008). Cependant, une surexpression
de TGF-B ou d’'IL-10 tres tot dans l'infection inhibe la réponse pro-inflammatoire
et empéche la clairance parasitaire (Couper et al., 2008). En effet, une premiére
étude a révélé qu'une production excessive de cytokines anti-inflammatoires
telles que le TGF-B et I'IL-10 au début de l'infection est liée a une capacité
réduite a controler la croissance parasitaire (Walther et al., 2005), et une
seconde étude a indiqué que ces cytokines régulatrices étaient sur-exprimées
chez les patients atteints de paludisme cérébral (Prakash et al., 2006). Il est
intéressant de noter, cependant, que cette étude a également trouvé une
association entre des niveaux élevés de TNFa mais pas d'IFN-y et le
développement du paludisme cérébral (Prakash et al., 2006). Ce dernier résultat
suggere qu'une classification des cytokines comme étant simplement pro-
inflammatoires ou anti-inflammatoires, peut sembler simpliste dans 1'étude de la
réponse immunitaire antipaludique. Bien que l'immunité clinique contre le
paludisme chez la souris et chez I'homme semble exiger un équilibre précis entre
les réponses pro-inflammatoires précoces nécessaires a éliminer les parasites et
les réponses anti-inflammatoires régulatrices nécessaires pour prévenir la
pathologie immunitaire, de plus en plus de données suggerent que 1'équilibre
entre les deux est tres complexe. De toute évidence, la réponse immunitaire
dirigée contre l'infection palustre exige une investigation beaucoup plus
complexe que de simplement indiquer quelles cytokines sont produites et
lesquelles ne le sont pas. Les sources cellulaires spécifiques de cytokines, la
quantité produite et le moment de leur production par rapport au cours de
l'infection semblent étre des déterminants clés de l'issue clinique de l'infection

palustre.

Ainsi, 'avenement des techniques de coloration intracellulaire des cytokines et

I'analyse cellulaire de la production de cytokines par cytométrie de flux ont
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révélé une redondance considérable dans les sources cellulaires de I'IFN-y, les
cellules Ty6 et les cellules NK produisant également 1'IFN-y en réponse aux
érythrocytes infectés (Artavanis-Tsakonas et al., 2003; Artavanis-Tsakonas &
Riley, 2002; Waterfall, Black, & Riley, 1998). Cependant, bien que de nombreuses
populations de lymphocytes différentes soient capables de produire de 1I'IFN-y,
leur contribution relative dans la réponse globale d'IFN-y varie selon les stades
de l'infection. Ainsi, la proportion exacte de la réponse des cytokines attribuée
aux cellules NK ou aux cellules T semble varier en fonction du temps examiné
(McCall & Sauerwein, 2010) et, par conséquent, les incohérences dans les
résultats des différentes études portant sur les principales sources d'IFN-y parmi
les PBMCs exposés aux érythrocytes infectés refletent probablement des
conditions expérimentales différentes et des différences dans les temps choisis
pour l'analyse. Tres peu d'études ont tenté d'établir une gamme compléte des

sources cellulaires de 1'IFN-y au cours de l'infection (King & Lamb, 2015).

La réponse cytotoxique

En plus du role bien établi des cellules NK dans la production de cytokines en
réponse aux érythrocytes infectés, de nombreux travaux ont constaté une activité
cytotoxique de ces cellules leur permettant de tuer directement les cellules
infectées par Plasmodium. Ainsi, des granzymes cytotoxiques ont été détectées
au cours des stades sanguins de l'infection, dans le plasma de volontaires
infectés expérimentalement par le paludisme ainsi que dans le plasma d’enfants
camerounais naturellement infectés (Hermsen et al., 2003). Ces résultats
suggerent que les érythrocytes infectés pourraient étre la cible d'une activité
cytotoxique in vivo des cellules NK ou des cellules T CD8+. Il a également été
démontré que les cellules NK issues du foie de souris C57Bl/6 infectées par P.
yoelii présentent, in vitro, une activité cytotoxique contre les cellules hépatiques

infectées.

Les cellules NK ont également été observées a plusieurs reprises formant des
interactions stables avec des érythrocytes infectés in vitro (Artavanis-Tsakonas &
Riley, 2002; Baratin et al., 2005; Korbel, Newman, Almeida, Davis, & Riley,
2005). En effet, une premiere étude conduite en 2005 a permis de démontrer que

les cellules NK92 immortalisées étaient capables de se lier sélectivement aux
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érythrocytes infectés, mais pas aux érythrocytes non infectés (Baratin et al.,,
2005). Cette interaction a également été observée entre des NK isolés de
donneurs sains et des globules rouges infectés par P. falciparum (par différents
groupes (Artavanis-Tsakonas et al.,, 2003; Korbel et al., 2005; Talman,
Blagborough, & Sinden, 2010).

Bien qu'il y ait de plus en plus de résultats indiquant une élimination cytotoxique
des cellules parasitées par les cellules NK ainsi que des interactions directes et
fonctionnelles entre elles, les récepteurs et ligands a l'origine de ces interactions

sont controversés.

La molécule d'origine parasitaire qui a été largement impliquée dans les
interactions entre les érythrocytes infectés et d'autres cellules hétes (et qui est
donc un candidat de choix pour la médiation des interactions entre les cellules
NK et les érythrocytes infectés) est PfEMP1. Les variants polymorphes de
PfEMP1 présentent des avidités différentes pour différents ligands tels que
ICAM, CSA, CD36 (J. D. Smith, 2014)... Une étude a montré que l'interaction de
PfEMP1 au CSA est a l'origine de la liaison des érythrocytes infectés aux cellules
NK92, mais que cette interaction n'est pas nécessaire pour l'activation
subséquente des cellules NK (Baratin et al., 2007). En 2007, une étude conduite
par Mavoungou et al. a suggéré que le domaine DBL1-a de PfEMP1 se lie au
récepteur activateur NKp30 exprimé a la surface des NK, entrainant une
libération de perforine et de granzyme B a l'origine de la lyse des globules
rouges infectés (Mavoungou, Held, Mewono, & Kremsner, 2007). Mais, une autre
étude s'étant intéressée aux marqueurs de cytotoxicité des cellules NK apres 6
heures de co-culture avec des globules rouges infectés exprimant ou non le
PfEMP1, a montré que PfEMP1 n'est pas nécessaire a l'activation de la
cytotoxicité des cellules NK, les cellules dépourvues de PfEMP1 ayant été en
mesure de déclencher la cytotoxicité NK. Cette étude a avancé que dans des
conditions naturelles la densité de PfEMP1 a la surface des globules rouges n'est
pas suffisante pour activer la cytotoxicité des cellules NK en comparaison a la
forte concentration de DBL1-a utilisé dans les travaux de Mavoungou
(D’Ombrain et al.,, 2007). Néanmoins, au vu de I'hétérogénéité qualitative et
quantitative de PfEMP1 a la surface des globules rouges infectés, une

investigation plus fine, prenant en compte ces facteurs semble nécessaire.
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Par ailleurs, d'autres ligands et récepteurs ont été proposés comme étant
impliqués dans l'activation d'une réponse cytotoxique des cellules NK, dont la
protéine de choc thermique Hsp70, qui est un ligand de stress (Bottger, Multhoff,
Kun, & Esen, 2012) ou LFA-1, molécule essentielle pour un contact stable avec
les cellules cibles (Qingfeng Chen et al., 2014; Urlaub, Hofer, Muller, & Watzl,
2017). Comme la stimulation d'au moins deux récepteurs activateurs est
nécessaire a une cytotoxicité et une libération de cytokines optimale des cellules
NK (Bryceson, March, Ljunggren, & Long, 2006), effet synergique également
suggéré par Mavoungou et al. (Mavoungou et al., 2007) dans un contexte
palustre, ces résultats ne semblent pas contradictoires. Cependant, des études
supplémentaires semblent la encore nécessaires pour caractériser les acteurs et

meécanismes de cette activation synergique.

Diversité des réponses NK et récepteurs KIR

La diversité des réponses NK observée entre les individus provient probablement
de plusieurs facteurs, y compris l'intensité des signaux cytokiniques et co-
stimulateurs provenant des monocytes/macrophages et cellules dendritiques
(Newman et al., 2006), 1'état de maturation des cellules NK en fonction de 1'age
et de l'infection par le cytomégalovirus humain (Nielsen, White, Goodier, & Riley,
2013) ou encore des différences quantitatives et qualitatives, déterminées
génétiquement, des récepteurs activateurs et inhibiteurs des NK; ces derniers
étant responsables du seuil d'activation des NK (Hoglund & Brodin, 2010). Parmi
ces différences, la diversité génétique des KIR a été montré comme pouvant

contribuer a I'hétérogénéité de la réponse aux érythrocytes infectés.

Le locus KIR contient des genes codant a la fois pour les KIR activateurs et
inhibiteurs, (Fig. 18) et 1'hétérogénéité du contenu des geénes combinée a un
polymorphisme allélique conduit a une grande diversité haplotypique et a des
populations de cellules NK tres diverses au sein d'un méme individu (Horowitz et
al., 2013). Deux grandes familles d'haplotypes KIR ont été décrites en fonction
du contenu en genes : I'haplotype A caractérisé principalement par des genes
codant des récepteurs inhibiteurs avec KIR2DS4 comme seul récepteur

activateur possible, et l'haplotype B caractérisé par des combinaisons plus
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équilibrées de récepteurs inhibiteurs et activateurs (Middleton & Gonzelez,
2010; Parham, Norman, Abi-Rached, & Guethlein, 2012).

Ainsi, différentes études génétiques ont pu mettre en évidence une implication
de ces récepteurs dans la production de cytokines par les cellules NK ou encore
les différentes formes de paludisme. Par exemple, les NK d’individus
hétérozygotes AB cultivés en présence de globules rouges infectés ont montrés
une production d’IFN-g accrue par rapport au individus homozygotes AA ou BB
(Korbel et al., 2009). De méme, une étude conduite au Nigeria a suggérée que
I'hétérozygotie AB est protectrice face a l'infection palustre, les enfants porteurs
de I'haplotype c-AB2/t-AA étant plus susceptibles de présenter une parasitémie
asymptomatiques que des infections palustres symptomatiques simples ou graves
(Olaniyan et al., 2014).

Néanmoins, dans une population gambienne, il a été suggéré qu'un haplotype AA
KIR peut étre protecteur pendant l'infection palustre et qu'une combinaison de
KIRs activateurs est associé a une mortalité plus élevée (Yindom et al., 2012);
ceci peut suggérer que les réponses cellulaires NK contribuent a des réponses
inflammatoires exacerbées qui sont associées a une maladie grave, soit parce
qu'elles expriment un KIR activant particulier qui reconnait un ligand, encore
inconnu, sur les érythrocytes infectés, soit parce-que la balance de KIR
activateurs et inhibiteurs exprimés par les NK porteurs de 1'haplotype B diminue
leur seuil d'activation (Ivarsson, Michaelsson, & Fauriat, 2014). A ce jour, la plus
grande étude d'association génétique entre les KIR et la susceptibilité au
paludisme, a été menée en Thailande, et a rapporté que le KIR2DL3 (inhibiteur)
en association avec son ligand HLA-C1 est associé a un risque accru de
paludisme cérébral par rapport au paludisme non compliqué et que cette
combinaison de KIR2DL3/HLA-C1 est significativement moins fréquente dans les
zones d'endémie palustre que prévu; les auteurs ont proposé que ce soit une
preuve de sélection naturelle (Hirayasu et al., 2012). Cependant, des études plus
vastes sur les KIR tenant compte du contexte génétique de la population et de la
diversité allélique des ces récepteurs et de leur ligand HLA de classe I sont
nécessaires pour déterminer s’ils influencent réellement la progression de la

maladie.
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Fig.18. Signaux activateurs et inhibiteurs liés aux interactions KIR-HLA. Les molécules classiques CMH de classe I
(HLA-A, HLA-B et HLA-C) et les molécules non classiques de CMH de classe I (HLA-E, HLA-F et HLA-G) sont reconnues
par des récepteurs activateurs (verts) et des récepteurs inhibiteurs (rouges) exprimés sur les cellules NK (seuls les récepteurs
humains du CMH de classe I exprimés sur les cellules NK sont présentés ici). Les récepteurs KIR inhibiteurs possedent un
long domaine intracytoplasmique avec un motif ITIM (Immunoreceptor tyrosine based inhibitory motif). La phosphorylation
de ce motif, suite a la reconnaissance des molécules CMH de classe I par le récepteur, conduit a I’activation de phosphatases
intracellulaires qui transmettent des signaux inhibiteurs et empéchent l'activation des cellules NK. Les récepteurs KIR
activateurs sont associés a la membrane par une molécule adaptatrice qui porte un motif ITAM (Immunoreceptor tyrosine
based activation motif) dans son domaine intracytoplasmique. Lorsque le récepteur reconnait son ligand spécifique sur la
cellule cible, le motif ITAM est phosphorylé, ce qui déclenche une activation en cascade de phosphorylases kinases
intracellulaires, conduisant a l'activation des NK. L'inclusion d'un "L" ou d'un "S" dans la désignation indique si le KIR est
long (inhibiteur) ou court (activation), respectivement. Les KIR abritent deux (KIR2D) ou trois (KIR3D) domaines
extracytoplasmiques de type immunoglobuline. KIR3DL2 reconnait quelques molécules HLA-A (comme HLA-A3 et HLA-
A11), et KIR3DL1 reconnait certaines molécules HLA-B (celles avec un motif Bw4). La spécificité des membres de la
famille KIR2DL pour le HLA-C est largement déterminée par 1'acide aminé en position 80. Les molécules HLA-C du groupe
1 (HLA-C1) ont une asparagine en position 80, ce qui confére une reconnaissance par KIR2DL2 et KIR2DL3, tandis que les
molécules HLA-C du groupe 2 (HLA-C2), présentant une lysine en position 80, sont reconnues par KIR2DL1. Dans la
plupart des cas, I'affinité des récepteurs activateurs pour le ligand de classe I du CMH est inférieure a 'affinité des isoformes
inhibiteurs pour le méme ligand. Une exception notable est la haute affinité de KIR3DS1 pour les conformeres ouverts de
HLA-F. Adapté de (Vély, Golub, & Vivier, 2016)
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GENETIQUE HUMAINE ET RESISTANCE AU PALUDISME

Les parasites palustres ont exercé une forte pression sélective sur le génome

humain dans les zones endémiques, conduisant a I’accumulation progressive de
variations génétiques touchant les globules rouges mais aussi le systeme
immunitaire. La persistance, parmi ces variations, de mutations responsables de
maladies a transmission mendélienne (telles que les hémoglobinopathies ou
encore la déficience en glucose-6-phosphate déshydrogénase), en dépit des
conséquences néfastes pour les individus homozygotes, font état de cette force

de sélection exercée par le paludisme (Kwiatkowski, 2005).

La premiere démonstration du controle génétique de la susceptibilité au
paludisme grave a été fournie par la découverte de la mutation de I'HbS (Gilles
et al., 1967; A. V. Hill et al., 1991) qui confere a 1'h6te, une protection contre la
maladie. Plusieurs études génétiques ont par la suiteidentifié d'autres genes
conférant une résistance au paludisme, bien que les résultats obtenus soient
parfois contradictoires, notamment en raison des différences entre les
populations étudiées (Encadré 2). L'exemple le plus connu de résultats
contradictoires concerne le gene du TNF pour lequel des associations
significatives opposées ou l'absence d'association ont été obtenues avec les
différents phénotypes du paludisme selon les populations étudiées (Tableau 3).
Dans la suite de ce chapitre, ’accent sera mis sur les études de liaison et
d’association génétiques ayant mis en évidence des genes impliqués a la fois
dans la fonction des cellules Natural Killer et les différentes manifestations
cliniques de la maladie. Lintérét se portera en premier lieu aux régions
génétiques identifiées par des approches pangénomiques, puis aux genes et
variants de ces régions impliquées dans les fonctions des cellules NK et associés
aux différentes formes de la maladie. Enfin, certains genes non retrouvés dans
ces régions mais dont les résultats d’association sont robustes et/ou
fonctionnellement pertinents dans ces cellules seront abordés. Par ailleurs, une
liste exhaustives des genes associés aux fonctions des globules rouges, a la
réponse immunitaire de 1’'hote et aux mécanismes de cytoadhérence impliqués
dans le paludisme ont été révisés dans (de Mendonca, Goncalves, & Barral-
Netto, 2012).
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A. GENES IMPLIQUES DANS LA RESISTANCE AUX ACCES PALUSTRES
SIMPLES

Les acces simple de paludisme sont diagnostiqués sur la base de la parasitémie a
P. falciparum, de la fievre et des symptomes cliniques (maux de téte, douleurs,
vomissements ou diarrhée). Une étude longitudinale sur des jumeaux gambiens a
montré que la susceptibilité aux épisodes de fievre palustre était déterminée au
moins en partie par des facteurs génétiques (A. P. Jepson et al., 1995). Ainsi,
I’étude de liaison pangénomique, ayant détecté une liaison suggestive entre le
locus 6p21-p23 et la parasitémie asymptomatique, a montré que ce méme locus
est significativement associé aux acces palustres simples dans la population
burkinabé (Brisebarre et al., 2014), confirmant ainsi les résultats de deux
précédentes études région-candidates indépendantes ayant identifié cette région
en Gambie et dans la zone urbaine du Burkina Faso (L. Flori et al.,, 2003; A.
Jepson et al., 1997). Cinqg génes sont retrouvés sous le pic de liaison parmi
lesquels le TNF et le NCR3. Le NCR3 est un gene essentiel dans la biologie des
NK. En effet, ce géne code pour un récepteur activateur exprimé a la surface des
cellules NK. Or, comme indiqué précédemment pour les KIR, une balance fine
des signaux activateurs et inhibiteurs détermine la réponse de ces cellules. Des
recherches plus poussées sur ces deux genes ont révélé que les polymorphismes
du TNF (TNF-1031, TNF-308, TNF851 et TNF1304) et du NCR3 (NCR3-412)
étaient associés a des épisodes non compliqués de paludisme (Delahaye, Barbier,
Fumoux, & Rihet, 2007; L. Flori et al., 2005). D'autres études d'association ont
suggéré que des polymorphismes du TNF (Tableau 3.1 et 3.2) étaient impliqués
dans le paludisme, en particulier, la réinfection symptomatique a P. falciparum.
En effet, une réinfection plus rapide chez les porteurs du TNF-308A a été
rapporté dans une étude au Gabon et en Gambie (Meyer, May, Luty, Lell, &
Kremsner, 2002; Stirnadel et al., 1999).

Une autre analyse de liaison a 1'échelle du génome sur 68 familles recrutées dans
les zones rurales du Ghana (Afrique de 1'Ouest) a quant a elle détectée une
liaison significative entre la susceptibilité au paludisme non compliqué et la
région chromosomique 10pl5 (Timmann et al.,, 2007). Cette région contient

plusieurs genes candidats fonctionnels impliqués dans la biologie des NK, dont
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I'IL15RA (chaine alpha du récepteur de l'interleukine-15) et 1'IL2RA (chaine
alpha du récepteur de l'interleukine-2). Mais a ce jour, aucune étude n’a rapporté

d’association entre ces génes et les manifestations cliniques du paludisme.

B. GENES IMPLIQUES DANS LE CONTROLE DE LA PARASITEMIE

Plusieurs études ont souligné que le controle génétique de la parasitémie est
complexe, impliquant plusieurs facteurs génétiques plutét qu'un seul effet
génétique majeur (Garcia, Cot, et al., 1998; Rihet, Abel, et al., 1998). De ce fait,
une premiere étude de liaison pangénomique portant sur des phénotypes relatifs
a la parasitémie, impliquant 190 familles nucléaires, a été conduite a Dielmo au
Sénégal et a mis en évidence une liaison significative entre la région
chromosomique 5q31-q33 et la densité parasitaire moyenne asymptomatique,
répliquant ainsi le résultat de 3 précédentes études de liaison génétique
indépendantes (d’approche région-candidate) (L. Flori et al., 2003; Garcia,
Marquet, et al., 1998; Rihet, Traoré, et al., 1998; Sakuntabhai et al., 2008). En
effet, au Cameroun, Garcia et ses collaborateurs avaient déja détecté une liaison
suggestive entre la région 5q31 et la parasitémie dans 9 familles nucléaires
(Garcia, Marquet, et al., 1998), tandis qu'au Burkina Faso, une liaison et
plusieurs associations significatives avaient été détectées dans des échantillons
beaucoup plus importants de 34 et 84 familles nucléaires respectivement (L.
Flori et al.,, 2003; Rihet, Traoré, et al., 1998). Ces résultats ont été reproduits
également dans un modele murin d'infection palustre a Plasmodium chabaudi, ou
un locus quantitatif de la résistance au paludisme a été cartographié dans des
régions homologues de 5q31-q33 chez 1'humain (Hernandez-Valladares, Rihet,
ole-MoiYoi, & Iraqi, 2004). Cependant, aucun lien n'a été observé entre la région
5031-g33 et la densité parasitaire d'une population sénégalaise, mais une
association significative a été trouvée entre l'intensité de l'infection plasmodiale
et un polymorphisme du géne ARHGAP26 dans la région 5q31-q33 (Milet et al.,
2010). Ce géne code pour une protéine impliquée dans la voie de transduction du
signal d'intégrine (Ohta et al., 2016; Pasvolsky et al., 2008) et pourrait ainsi jouer
un réle dans la stabilité des interactions ICAM-1/LFA-1 entre les globules rouges

infectés et les cellules NK.
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Cette région est particulierement intéressante, car elle contient différents genes
impliqués dans la fonction des cellules NK, dont I'IL-12, I'IL.13 et le GM-CSF.
Mais a ce jour aucune étude n’a rapporté d’association entre ces genes et la
parasitémie. En revanche, plusieurs polymorphismes de I'IL-12 et de I'IL.13 ont
été retrouvés associés aux formes séveres du paludisme et seront discutés dans
la section correspondante. Comme présenté dans la section consacrée aux NK,
I'IL-12 principalement produite par les cellules dendritiques et les macrophages,
est indispensable a l’activation des cellules NK. De sorte que la perte d’IL-12 se
traduit par une diminution des réponses IFN-y et une parasitémie plus élevée (M.
M. Stevenson et al.,, 1995; Zhong Su & Stevenson, 2002). Néanoins, malgré
I’absence d’association, différents polymorphismes du gene IL-12 (IL-12pro,
rs2288831, rs3213099, rs3181221, rs3213105, rs11574790, IL-12B 3'UTR) ont
été trouvés lié a la parasitémie dans la population urbaine de Bobo-Dioulaso au
Burkina Faso (Barbier, Atkinson, Fumoux, & Rihet, 2008). Labsence d’association
avec la parasitémie, dans le cas de I'IL-12B pourrait s’expliquer par l’existence
de voies redondantes avec I'IL-12, comme la voie de 1'IL-18, qui ne permettrait
pas d’observer une association génétique ou encore I'hypothése d’une
interaction de I'IL-12B avec d’autres genes liés a l'immunité; hypothese
renforcée par une évidence d’épistasie entre ce géne, d’autres genes
immunitaires et 1’hémoglobine C (A. Atkinson, Barbier, Afridi, Fumoux, & Rihet,
2011).

Une liaison suggestive entre la parasitémie asymptomatique et le locus 6p21-
p23, au niveau de la région du CMH, a été détectée dans une étude
pangénomique récente menée aupres de 63 familles du district urbain
Logoforousso et de 55 autres familles vivant dans la zone rurale de Bobo
Dioulasso (Burkina Faso)(Brisebarre et al., 2014). Parmi les genes d’intérét
présents sous le pic de liaison, le gene du TNF a été associé a la parasitémie
symptomatique et asymptomatique, et plus précisément les polymorphismes
TNF-1031, TNF-308, TNF-238, TNF1304 et TNF851. En effet, une étude
d’association conduite la aussi dans une population urbaine burkinabé a mis en
évidence une association significative entre les polymorphismes TNF-238,
TNF1304 et TNF851 et la parasitémie maximale symptomatique (L. Flori et al.,
2005). En Inde, ce sont les variants TNF-1031C et certains haplotypes TNF-
1031/-857/-308/-238 (C-C-G-G et C-C-G-A) qui sont significativement plus
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fréquents chez les individus présentant une parasitémie élevée (Basu et al.,
2010). Enfin, dans une étude conduite au Kenya sur la prématurité, la mortalité
infantile et la morbidité palustre, le polymorphisme TNF-308 est associé a une
forte densité parasitaire (Aidoo et al., 2001). Bien que les polymorphismes
retrouvés dans les différentes études ne soient pas identiques, tres probablement
en raison, de 1’hétérogénéité des populations et phénotypes, I’ensemble de ses
résultats suggére un réle central du TNF dans le controle de la parasitémie. Les
cellules NK, et plus particulierement les CD56bright, sécretent du TNF-a apres
stimulation entre autre par d’autre cytokines telles que I'IL-12 et I'IL-2. Or,
comme il a été discuté dans le chapitre immunité de ce manuscrit, il existe une
dualité dans les effets du TNF sur le paludisme : un effet protecteur dans les
stades précoces de l'infection, directement par son action inflammatoire et par le
recrutement et l’activation de cellules effectrices permettant de limiter la
parasitémie (Bouharoun-Tayoun et al., 1995; Ferrante, Kumaratilake, Rzepczyk,
& Dayer, 1990); mais aussi un effet délétére dans les stades chroniques,

contribuant a I'immunopathogenéese des formes séveres.

Un autre gene important de cette région ayant été associé a la parasitémie dans
une étude conduite au Ghana est le gene HLA-B, et plus particulierement les
polymorphismes HLA-A*01, HLA-B*35:01 et HLA-B*53:01 (Yamazaki et al.,
2011). Les molécules HLA-B sont les ligands des récepteurs KIR exprimés a la
surface des cellules NK. Ces récepteurs KIR font partie d'un réseau de
récepteurs permettent au NK de détecter leurs cibles cellulaires tout en
épargnant les cellules normales. Il s'agit notamment des récepteurs inhibiteurs,
activateurs, d'adhésion et des récepteurs des cytokines. L'intégration de ces
signaux détermine si une cellule NK est activée ou non (Fig. 19) (Vivier, Ugolini,
Blaise, Chabannon, & Brossay, 2012). D’autres approches gene-candidat ont
d’ailleurs permis d’identifier des haplotypes KIR associés a une protection face a
l'infection palustre, notamment une étude conduite au Nigeria qui a montré que
les enfants porteurs du géne c-AB2/t-AA sont plus susceptibles de présenter une
parasitémie asymptomatiques que des infections palustres symptomatiques
simples ou graves (Olaniyan et al., 2014). Malheureusement, a ce jour aucune
étude pangénomique et trés peu d’étude gene-candidat se sont intéressés aux

associations de couples KIR/HLA a des phénotypes palustres.
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Cellule NK ; Cellule saine
Recepteur CMH
Imhibiteur classe |
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Récepteur Activateur
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Cytokines and
cytotoxic mediators
NK activée Cellule infectée
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Cytokines et médiateurs
cytotoxiques

Cellule NK Cellule infectée

Fig. 19. Mécanismes moléculaires de reconnaissance de cellules pathologiques par les cellules NK. L'activation des
cellules NK est le résultat de 1'intégration de différent signaux activateurs (+) et inhibiteurs (-). A. Les cellules saines
expriment des niveaux normaux de molécules du CMH de classe I qui les protégent de la lyse par les cellules NK
(interaction avec les récepteurs KIR inhibiteurs). B. Différents stress cellulaires (dont 1’infection par Plasmodium) peuvent
induire une réduction de l'expression de certaines molécules du CMH ainsi qu'une augmentation considérable de
I'expression de ligands pour des récepteur activateurs NK. Ces mécanismes permettent la reconnaissance spécifique et
'élimination des cellules cibles infectées par les cellules NK. C. Des polymorphismes dans les génes codant les récepteurs
activateurs ou inhibiteurs peut entrainer une reconnaissance altérée par ces récepteurs, une absence d’activation des cellules
NK et I’incapacité pour ces cellules d’éliminer les cellules parasitées. Adapté de (Vivier et al., 2012)

119



C. GENES IMPLIQUES DANS LA RESISTANCE AUX FORMES SEVERES DU
PALUDISME

La plupart des études génétiques se sont concentrées sur les phénotypes du
paludisme sévere, y compris le paludisme cérébral, I'anémie sévere et la détresse
respiratoire, qui sont souvent mortels. Peu d’étude d’association a l’échelle du
génome ont été conduite afin de mettre en évidence des régions et
polymorphismes d’intérét dans le cas de l'infection palustre grave ; et celles qui
ont été conduites n’ont pas été en mesure de répliquer des variants admis
comme influengant I’évolution de la maladie. En effet, la premiere étude de ce
type sur le paludisme grave a été réalisée par Jallow et ses collaborateurs (Jallow
et al., 2009), qui ont génotypé 500 000 SNP dans une cohorte initiale de 2500
enfants gambiens, puis ont réalisé une étude de réplication sur 3400 enfants.
Etonnamment, cette étude n' a pas identifié de nouveaux génes, mais a
simplement confirmé l'association de la mutation HbS avec la protection contre
le paludisme grave. Elle n' a pas non plus identifié de genes impliqué dans la
biologie du NK ni d'autres variants bien connus, notamment ceux impliqués dans
la fonction des érythrocytes, tels que le groupe ABO, G6PD. Plusieurs raisons

peuvent expliquer ce résultat décevant (Encadré 2).

La seconde étude d'association pangénomique, conduite dans une population
Ghanéenne comptabilisant 1325 cas de paludisme grave (anémie sévere ou
paludisme cérébral) et 828 témoins (Timmann et al., 2012), a identifié deux
nouveaux genes associés au paludisme sévere : ATP2B4 et MARVELD3, sur les
chromosomes 1q32 et 16g22.2, respectivement. Les résultats de cette étude ont
également confirmé des rapports antérieurs sur les effets protecteurs des
caracteres drépanocytaires et du groupe sanguin O. Une analyse de réplication a
été réalisée pour 1320 cas supplémentaires et 2222 témoins de la méme
population. Tous ces résultats, a l'exception de ceux du gene MARVELD3, ont été
répliqués (P < 0,05).

Une vaste étude multicentrique cas-témoins sur le paludisme grave a récemment
été menée sur 11 890 cas et 17 441 témoins provenant de 12 sites en Afrique,
Asie et Océanie afin d'évaluer la contribution des genes précédemment identifiés
comme associés au paludisme grave (Malaria Genomic Epidemiology Network &

Malaria Genomic Epidemiology Network, 2014). Un cadre statistique bayésien a
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été utilisé pour l'analyse, afin de surmonter le probléme de 1'hétérogénéité des
différentes populations étudiées. Au total, 55 SNP ont été évalués dans 27
régions génétiques. De fortes preuves d'association (P< 10-4) ont été obtenues
pour cing des genes étudiés (ABO, ATP2B4, CD40L, G6PD et HBB), et aucune
interaction n' a été détectée entre ces genes (Malaria Genomic Epidemiology
Network & Malaria Genomic Epidemiology Network, 2014). Parmi ces genes, le
CD40L montre un intérét fonctionnel dans les Natural Killer. Des études gene-
candidat conduites en Gambie, Tanzanie et en Inde (récemment), avaient déja pu
pointer plusieurs associations significatives entre trois polymorphismes du
CD40L (dont CD40L-726 retrouvé deux fois) et différentes formes du paludisme
sévere, y compris ’anémie sévere et la détresse respiratoire (Manjurano et al.,
2012; Purohit et al., 2017; Sabeti et al., 2002). Le CD40L est un membre de la
famille du TNE. Bien que la signalisation CD40L sur les lymphocytes T se liant au
CD40 sur les lymphocytes B dans la formation des centres germinatifs,
I’hypermutation somatique et la commutation de classe soit le réle le plus
important de cette molécule, elle est également une molécule de co-stimulation
exprimée a la surface des NK suite a leur activation et a été montré comme
jouant un réle important dans I’activation des macrophages dans le sepsis (Scott
et al., 2004), mais aussi dans l’activation des lymphocytes B (Blanca, Bere,
Young, & Ortaldo, 2001). Néanmoins, le réle du CD40L a la surface des NK n’a
pas été démontré a ce jour dans le cas du paludisme. Et dans 1’étude
multicentrique, l'association entre le CD40L et la protection détectée pour
l'ensemble de la population étudiée n'a pas été trouvée de fagon constante
lorsque les différents sites ont été examinés séparément. Cette constatation
suggere que les études génétiques sur le paludisme grave sont plus complexes
qu'on ne le pensait et qu'il est difficile de reproduire les résultats antérieurs,
méme si l'on utilise des méthodes statistiques qui tiennent compte de
I'hétérogénéité d'une population a l'autre. Une autre GWAS multicentrique
comprenant 5633 enfants atteints de paludisme grave et 5919 témoins provenant
de la Gambie, du Kenya et du Malawi a été réalisée en génotypant 2,5 millions de
SNP et en imputant 10 millions de SNP, avec des approches statistiques
appropriées utilisées pour tenir compte de 1'hétérogénéité entre les populations
(Malaria Genomic Epidemiology Network, Band, Rockett, Spencer, &

Kwiatkowski, 2015). Cette étude a identifié un nouveau locus proche du géne
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FREM3 et un amas de trois génes glycophorine (GYPE, GYPB et GYPA) et a
confirmé l'association avec les genes HBB, ABO et ATP2B4 (Malaria Genomic
Epidemiology Network et al., 2015). Mais la encore, les polymorphismes associés
aux formes séveres du paludisme, trouvés dans des études antérieures n’ont pas
tous été retrouvé, montrant ainsi que la réalisation de telles études dans les

populations africaines reste tres difficile.

Plusieurs genes codant pour des protéines impliquées dans la fonction des NK se
sont avérés étre associés au développement de formes palustres graves dans
différentes populations par des approches genes-candidats. Parmi ceux-ci, on
retrouve certains genes qui avaient été associés a la parasitémie comme le TNEF,
avec principalement les variants TNF-308G retrouvés associés a la résistance au
paludisme sévere au Sri Lanka (Wattavidanage et al., 1999), au neuropaludisme
et a I’anémie sévere en Gambie (McGuire et al.,, 1999; McGuire, Hill, Allsopp,
Greenwood, & Kwiatkowski, 1994) (bien que ce soit le variant A qui soit retrouvé
associé a la résistance au paludisme sévere au Vietnam) ; les variants TNF-238G
et TNF-238A retrouvés associés avec l’anémie sévere (Clark et al., 2009) et le
neuropaludisme (J. C. Knight et al., 1999) respectivement et les variants TNF-
1031T/TNF-863A/TNF-857T  retrouvés associés a la résistance au
neuropaludisme dans une population thailandaise (H. Hananantachai et al.,
2007). On retrouve aussi des couples KIR/HLA de classe I et plus précisément
KIR2DL3-HLAC1 associé a la susceptibilité au neuropaludisme en Thailande
(Hirayasu et al., 2012). D’autres genes impliqués dans l’activation des NK, et
plus précisément 1'IL-12A, 1'IL-12B et V'IL18 ont été associé a différents
phénotypes séveres. LIL-12A avec 2 variants et I'IL-18 avec un SNP sont associés
a I'anémie sévere dans une population kényane (Anyona et al., 2011; Zhang et
al., 2010) et I'IL-12B avec principalement le polymorphisme rs17860508 est
associé au neuropaludisme a Myanmar, en Thailande et en Tanzanie (Marquet et
al., 2008; Morahan et al., 2002; Naka et al., 2009, 2009; Phawong et al., 2010).
Enfin, un dernier gene d’intérét impliqué dans l’activation des NK est CISH dont
les variants CISH-639/CISH-292/CISH1320/CISH-3415 ont été associés au
paludisme sévere. En effet, ce gene appartient a la famille des suppresseurs de la
signalisation de cytokines. Il controle non seulement la signalisation de I'IL-2 en

interagissant avec son récepteur IL2RB mais aussi celle des cytokines de la voie
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de signalisation JAK-STAT5 comme I'érythropoiétine, la prolactine et le récepteur
de I'IL3.

Le role majeur des interférons de type I (IFN-a et -B) dans l'activation des
cellules NK hépatiques (J. L. Miller et al., 2014; Nguyen et al., 2002; Yu et al.,
2016) ayant été montré par l'incapacité des souris déficientes en IFNAR
(récepteur IFN-a/B) a réduire la charge parasitaire du stade hépatique dans les
infections non létales a P. yoelii (J. L. Miller et al., 2014), il n’est pas surprenant
de retrouver des polymorphismes associés au paludisme sévere dans différentes
population de Gambie, du Kenya et du Vietnam (Aucan et al., 2003; Khor et al.,
2007). De méme, au vu du role central dans la réponse immunitaire innée et
adaptative de I'IFN-y contre l’infection palustre, les cellules NK étant des
producteurs majeurs de cette cytokine, il est étonnant de trouver peu d’étude
rapportant une association avec des phénotypes palustres. En effet seul I'IFNG-
183 au Mali et 'IFN5612, 'IFNG220 et 'IFNG-1616 en Gambie ont été retrouvés

associés au neuropaludisme (Cabantous et al., 2005; O. Koch et al., 2005).

Les cellules NK peuvent utiliser les voies perforine/granzyme B ou FasL pour
médier la cytotoxicité (Eischen, Schilling, Lynch, Krammer, & Leibson, 1996;
Kagi et al., 1994; Montel, Bochan, Hobbs, Lynch, & Brahmi, 1995; Trinchieri,
1989). La cytotoxicité a médiation FasL est spécifiquement dirigée contre les
cellules cibles exprimant le récepteur Fas exprimé a la surface des cellules
cibles. Une étude a démontré que FasL est surexprimée dans les cellules NK
stimulées par les récepteurs activateurs 2B4 et LFA-1 (Chua, Serov, & Brahmi,
2004). Une autre étude ayant proposé LFA-1 comme impliqués dans l'activation
d'une réponse cytotoxique des cellules NK (Qingfeng Chen et al., 2014), il est
intéressant de retrouver des polymorphismes associés aux genes Fas et I[CAM-1,
les interacteurs respectifs de FasL et LFA-1. En effet, Fas-436A a été associé a
une augmentation de Fas et a la protection contre le paludisme sévere dans une
étude conduite au Ghana (Schuldt et al., 2011). Les associations génétiques des
variants d’ICAM1 avec le paludisme grave ont souvent été contradictoires. Les
premieres études au Kenya (Fernandez-Reyes et al., 1997) et au Gabon (Kun et
al., 1999) ont identifié des associations entre rs5491 (ICAM-1Kilifi) et le
paludisme; cependant, ces observations initiales n'ont pas été reproduites
(Bellamy, Kwiatkowski, & Hill, 1998; Ndiaye et al., 2005; Ohashi et al., 2001), y

compris dans une étude de grande envergure et bien étayée combinant trois
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populations (Gambie, Kenya et Malawi) avec une analyse d'association familiale
et cas-témoins (Fry et al., 2008). Dans la cohorte vietnamienne, rs5491 a été
exclu en raison du taux élevé d'échec du génotypage; cependant, cette étude a
trouvé une association avec rs5498 et le paludisme grave (Dunstan et al., 2012).
Ce polymorphisme est également associé a un risque accru de paludisme grave
au Nigeria (Amodu et al., 2005) et en Inde (Sinha et al., 2008).

Comme on peut le constater, la plupart des études visant a identifier des facteurs
de résistance/susceptibilité au paludisme grave ont principalement fait appel a
une stratégie cas/contréle pour explorer des génes candidats spécifiques
suggérés par certains mécanismes physiopathologiques de cette pathologie.
Seules quelques-unes des études réalisées se sont basées sur des approches
d’analyses d'association familiale, éliminant ainsi le besoin de recruter des
groupes témoins et évitant l'introduction d'un biais de sélection di a la
stratification de la population. Les études d'associations familiales ont nécessité
des familles nucléaires, dont un enfant atteint et ses deux parents. Le
recrutement de ces familles est plus difficile que la sélection de population cas-
témoins et peut expliquer pourquoi peu d'études basées sur les associations
familiales ont été menées jusqu'a présent sur le paludisme grave. De telles
études génétiques nécessitent une définition précise du phénotype clinique, ce
qui peut étre difficile dans le cas du paludisme grave. Par conséquent, bon
nombre des études ont probablement été réalisées avec des phénotypes
hétérogenes, ce qui a limité le pouvoir de ces approches et a pu mener a des

résultats incohérents.
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Encadré 2

Analyse d’association et résultats contradictoires dans le cas du paludisme

Au cours des 50 dernieres années, l'association possible de plusieurs genes candidats a la malaria
sévere a été étudiée en détail, mais les résultats obtenus étaient souvent contradictoires ou n'ont pas été
associés. Plusieurs raisons peuvent expliquer ces résultats incohérents: 1'hétérogénéité du phénotype
clinique d'une étude a l'autre peut avoir influé sur les résultats; la pression de sélection exercée sur le
génome humain différe probablement d'une population a I'autre, en raison des co-infections spécifiques
observées dans chaque région ; les mutations rares de différents genes d'une méme voie pourraient étre
impliqués plutdt que des variants de quelques genes ; I’existence d’interaction épistatiques, telles que
celles décrites entre le variant commun de I'haptoglobine et 1'alpha-thalassémie (S. H. Atkinson et al.,
2014) ; I’existence d’autres genes non encore identifiés ou évalués par des approches genes candidats
pourraient étre impliqués.

Les analyses du déterminisme génétique des maladies complexes se sont rapidement accélérées ces
dernieres années, grace au développement récent de technologies a haut débit. Ces technologies
permettent aujourd’hui de réaliser des études d'association a I'échelle du génome (GWAS) pour
identifier les génes de susceptibilité sans qu'il soit nécessaire de formuler des hypothéses préalables sur
la fonction des génes. Ces approches font appel a des puces permettant d'analyser simultanément
plusieurs milliers a plusieurs millions de SNP, ce qui nécessite cependant un grand nombre de sujets
pour atteindre une puissance statistique suffisante. De plus, la pratique courante en matiére d'études
génétiques nécessite l'analyse de deux cohortes indépendantes : une cohorte de découverte pour
identifier les régions chromosomiques intéressantes et une cohorte de réplication pour confirmer les
résultats significatifs. Mais ce type d’étude présentent aussi des limitations, notamment dans les
populations Africaines, pouvant conduire a des échecs, comme i)une hétérogénéité phénotypique
considérable, avec des caractéristiques cliniques qui se chevauchent (dans le cas de 1’étude conduite
par Jallow et al (Jallow et al., 2009), 82 % des enfants atteints de paludisme grave avaient un
neuropaludisme, 30 % souffraient d'anémie sévere et 11 % souffraient de détresse respiratoire) ; ii)une
stratification considérable de la population ; des différences dans la structure de 1'haplotype entre les
différents groupes ethniques inclus dans ces études (il convient de noter I’impact de cette structure
haplotypique aussi sur I’étape d’imputation (Y.-Y. Teo, Small, & Kwiatkowski, 2010) (Fig. 20, Fig.
21) ; iii)une faible efficacité de marquage des « tag-SNP » dans la population Africaine. En effet, ces
SNP permettent, en théorie, d’analyser I’information génétique de plusieurs SNPs alentour grace au
déséquilibre de liaison. Cependant ces déséquilibres de liaison sont variables d’un continent, d’une
population voir d’une ethnie a I’autre, en particulier dans les régions chromosomiques ayant subi une
sélection positive récente au sein d’une population. Ainsi, les populations africaines ont généralement
des déséquilibres de liaison plus faibles que les populations caucasiennes, sur lesquelles sont fondées
le design de ces puces. Ces variations de déséquilibres de liaison peuvent provoquer un manque
d’information génétique au niveau de certains locus. Une estimation a montré que dans le cadre d’une
analyse a 1’échelle du génome, 1,5 millions de SNPs devraient étre génotypés dans une population
africaine pour parvenir a la méme puissance statistique qu’avec 0,6 millions de SNPs dans une
population européenne (Y.-Y. Teo et al., 2010).
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Fig. 20. Structure des haplotypes dans les populations africaines et non africaines. Plusieurs
analyses ont indiqué que les blocs d'haplotype (ou les SNP sont en fort déséquilibre de liaison fort)
s'étendent sur de plus grandes distances génomiques et sont plus uniformes chez les non-Africains
par rapport aux populations africaines. En outre, la taille et I'emplacement des blocs d'haplotype
peuvent varier d'un échantillon africain a l'autre en raison de I'historique démographique distinct
entre les populations des différentes régions géographiques d'Afrique. Les barres bleues
représentent des blocs d'haplotype et les fines barres oranges désignent des régions de
recombinaison. Les lignes verticales indiquent les SNP et les fléches verticales indiquent les SNP
balises dhaplotype ("tag-SNP"). Comme les blocs d'haplotype sont plus variables chez les
Africains que chez les non-Africains, l'identification des tag-SNPs dans divers groupes ethniques
africains et une couverture plus dense de tag-SNP sont nécessaires pour détecter une association
entre le(s) marqueur(s) et les loci de la maladie dans les études d'association. Adapté de (Campbell
& Tishkoff, 2008)
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Fig.21. Imputation et choix du panel de
référence dans les population africaines a
haute diversité haplotypique. L'imputation est
un processus d'inférence statistique qui consiste a
estimer le génotype le plus probable dun
individu a un endroit donné du génome, en se
basant sur ce que l'on sait du génotype de cet
individu a des positions proches (en déséquilibre
de liaison) et sur un ensemble de données
génotypique de référence dans la population
générale. L'exactitude de l'imputation dépend de
la pertinence de l'ensemble de données de
référence. La figure montre des signaux
d'association avec le paludisme grave a partir de
SNP répartis sur une région du chromosome 11
d'environ 2,5 Mb. La ligne verticale en pointillés
représente la position de rs334 : ce SNP est
connu pour coder le variant de 1'hémoglobine S
(Hbs) du gene de I'hémoglobine-$ (HBB). A. Les
SNP génotypés a l'aide de la puce de génotypage
Affymetrix 500K (cercles noirs). B. SNP imputés
en utilisant les données HapMap du peuple
Yoruba a Ibadan, Nigeria (YRI) comme référence
(cercles gris). Le SNP rs334 est représenté par un
diamant jaune. C. SNP imputés a partir de
données basées sur les séquences génomiques de
62 individus gambiens (cercles oranges), y
compris rs334 (diamant jaune). Si nous ne
savions pas que rs334 était le variant causal,
I'imputation basée sur les données de HapMap
YRI aurait été trompeuse. Adapté de (Teo2010)

A. Signaux d'association avec le paludisme obtenus aprés génotypage a l'aide d'une puce

B. Signaux d'association avec le paludisme obtenus aprés imputation basée sur un panel

C. Signaux d'association avec le paludisme obtenus aprés imputation basée sur un panel
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OBJECTIFS ET JUSTIFICATION DU PROJET
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Objectifs généraux et justification du projet

Mon travail de these porte sur 'identification, la réplication et la caractérisation
fonctionnelle de facteurs génétiques impliqués dans la résistance ou la
susceptibilité aux différentes formes de paludisme chez '’homme en combinant

des approches génétiques, bio-informatiques et moléculaires.

Une étude de liaison pangénomique conduite au Burkina Faso a mis en évidence
une liaison significative a 1’échelle du génome entre le locus 6p21-p23 (au niveau
de la région du CMH de classe I) et les acces palustres simples (Brisebarre et al.,
2014). Des études de liaison antérieures ayant aussi identifié la liaison de cette
région avec le paludisme non compliqué dans d’autres populations africaines
(Flori et al., 2003; Jepson et al., 1997), ce résultat confirme l'implication et le
role majeur des genes présents dans ce locus dans le controle de la résistance
aux formes simples de la maladie. En plus de leur liaison, plusieurs
polymorphismes au niveau des geénes retrouvés sous le pic de liaison ont été
indépendamment associés a différents sous-phénotypes du paludisme simple
dans la population burkinabé, notamment des variants localisés dans les
promoteurs des genes TNF et NCR3 (Fig. 22) (Delahaye et al., 2007; L. Flori et
al., 2005).

Afin de confirmer 1’association de ces polymorphismes avec les phénotypes de
parasitémie et d’acces palustres simples, nous avons conduit dans un premier
temps une étude de réplication dans une population indépendante du Congo. La
population d’étude se compose de 317 enfants agés de moins de 10 ans, vivant
en zone d’endémie péri-urbaine dans les districts de Kinsana, Mbouono et Ngoko
au sud de Brazzaville (Fig. 23). Les individus ont été suivis passivement durant 1
an et la parasitémie a été évaluée uniquement lors des acces fébriles lorsque les
patients se sont présentés a 1'hopital du district de Makélékélé, situé a environ 6
km de la zone d'étude. Il en résulte les phénotypes suivants : la parasitémie
maximale symptomatique, le développement d’acces palustres non compliqués
avec ou non un seuil de parasitémie > 5000 érythrocytes parasité/pl de sang, et le
nombre d’acces fébriles. Au-dela de l’étude de réplication, la population

congolaise présente un intérét particulier, dans le sens ou tres peu de données
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génétiques sont disponibles, notre étude permet ainsi de documenter la présence

et le role de ces variants au sein de cette population.
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Fig. 22. Analyse de liaison pangénomique au Burkina Faso. L’analyse de liaison menée au Burkina Faso montre une
liaison significative (LOD-score>3,6) entre le locus 6p21-23 et la forme simple du paludisme. Sous le pic de liaison,
cinq génes sont retrouvés indépendamment associés a différents sous-phénotypes de la forme simple de la maladie.
Parmi ceux-ci, on trouve le géne NCR3, dont le polymorphisme rs2736191 (indiqué en bleu) situé au niveau de son
promoteur, est associé au paludisme dans cette population ; et le géne TNF, dont plusieurs polymorphismes localisé
dans son promoteur, sont eux aussi associés au paludisme et a la parasitémie dans cette population. Adapté de
(Brisebarre et al., 2014)
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Fig. 23. Zone de recrutement de la population congolaise. La zone d’étude composée des districts de
Kinsana, Mbouono et Ngoko au sud de Brazzaville est une zone ou la transmission du paludisme a été
décrite, en 1980, comme intense et pérenne, avec un taux d'inoculation entomologique de 200-1000 piqtires
infectieuses/personne/an. Depuis, il n' y a pas eu de mise a jour avec des études entomologiques plus
récentes. Les individus recrutés dans 1’étude appartiennent a I’ethnie Bantu. (Ndounga et al., 2015)

Dans une seconde partie, dans le but de comprendre les mécanismes
moléculaires sous-jacents a l’association de ces polymorphismes au paludisme,
nous avons souhaité caractériser leur effet cis-régulateur par des approches
fonctionnelles et bio-informatiques. Plusieurs études fonctionnelles du réle des
variants présents dans le promoteur du TNF ont été conduites auparavant
(Bayley, de Rooij, van den Elsen, Huizinga, & Verweij, 2001; Fong, Siddiqui, &
Mark, 1994; Kaluza et al.,, 2000; Kiss-Toth, Harlock, Lath, Quertermous, &
Wilkinson, 2013), mais d’une part ces études ont fourni des résultats
contradictoires et d’autre part elles ne se sont pas intéressées a l'effet conjoint
de plusieurs polymorphismes sur l'expression du TNF; ce qui pourraient
expliquer non seulement les contradictions des études fonctionnelles mais aussi
génétiques. Ainsi, dans notre étude nous avons prété une attention particuliére a
explorer la possibilité d’un effet synergique des polymorphismes retrouvés dans
le promoteur du TNF. Concernant, le variant NCR3-412, aucune étude a ce jour
n’a exploré son effet cis-régulateur potentiel. Ce gene code pour un récepteur

activateur des cellules Natural Killer. Or, plusieurs études ont montré
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I'importance de ces cellules dans le controle de l'infection palustre, par la
production de cytokines pro-inflammatoires et une réponse cytotoxique.
Lintégration de signaux activateurs et inhibiteurs médiant la réponse de ces
cellules, un polymorphisme situé dans le promoteur d'un de ces récepteurs
pourrait affecter cette réponse ; d’autant plus qu'une étude génétique conduite
au laboratoire a mis en évidence une association de ce variant avec le paludisme

non compliqué.

Enfin, il a été proposé que des genes majeurs auraient un effet a la fois sur des
phénotypes simples et séveres. Parmi ceux-ci, il est possible de citer le TNF qui,
tout comme NCR3, se trouve au niveau du locus 6p21-23 liés aux formes simples
du paludisme. Aux vues du role des cellules NK dans le paludisme, de
I’association du NCR3-412 a la forme simple du paludisme au Burkina Faso et
comme l’association de ce polymorphisme n’a jamais été exploré dans les
phénotypes graves, nous nous sommes interrogés sur son role potentiel dans ce
type d’acces dans une population du Sénégal. Le recrutement de la population
d’étude a été effectué entre 2012 et 2015 dans deux sites sénégalais: a 'Hopital
Principal de Dakar et a 1'hopital régional de Tambacounda. Au total 189 individus
ont été recrutés, dont 27 patients atteints de paludisme grave non cérébral, 86
patients atteints de neuropaludisme et 76 patients atteints de paludisme simple.
La multiplicité des données cliniques pour les patients, telles que la numération
plaquettaire, érythrocytaire, leucocytaire ou encore 1’hématocrite, nous a permis
d’analyser d’autres types de corrélation. De plus, il nous a été possible d’obtenir
12 échantillons d’individus non atteints, pour lesquelles une analyse de
cytométrie nous a permis d’évaluer ’expression de NKp30 a la surface des NK
chez ces individus. A notre connaissance, a ce jour aune étude n’a évalué ce type

de parametre dans une population africaine.
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Objectifs détaillés

Plus précisément, les objectifs de mon travail de these ont été de :

Génotyper les variants TNF1304, TNF-308, TNF-238 et TNF-244 dans la
population du Congo et tester leur association avec la parasitémie
symptomatique maximale et les acces palustres simples. Puis de
déterminer par des expériences de gel retard et de gene-rapporteur 1'effet
cis-régulateur simple ou combiné des différents polymorphismes du TNFE.
Enfin, d’identifier par des approches bio-informatiques les facteurs de la
transcription candidats dont la fixation serait altérée en fonction des

variants du TNF présentés.

Génotyper le polymorphisme NCR3-412 dans la population du Congo et
évaluer son association avec les acces palustres simples. Déterminer par
des expériences de gel retard et de géene-rapporteur l'effet cis-régulateur
de ce polymorphisme. Identifier par des approches bio-informatiques les
facteurs de la transcription candidats dont la fixation serait altérée en
fonction du variant NCR3-412 présenté. Vérifier la fixation de ces facteurs
candidats a la séquence présentant le polymorphisme par des approches de

pull-down/western-blot.

Génotyper le polymorphisme NCR3-412 dans la population du Sénégal et

tester son association avec les phénotypes graves du paludisme.
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Résultat 1: Analyse d’association et caractérisation
fonctionnelle de variants du TNF avec la parasitémie maximale
symptomatique et les accés palustres simples dans une
population du Congo

Au sein du laboratoire, différentes analyses de liaison région-candidate et
pangénomique dans des populations urbaine et rurale du Burkina Faso ont mis
en évidence une liaison génétique significative de la région p21-p23 du
chromosome 6 avec le risque d’acces palustre simple, ainsi qu’avec la
parasitémie maximale (Brisebarre et al., 2014; Laurence Flori et al., 2003).
Parmi les 5 génes localisés sous le pic de liaison, on retrouve le TNF-a qui au vu
de son role essentiel dans le contréle de la parasitémie mais aussi dans le
développement d’'une réponse inflammatoire excessive a lorigine de
I’'immunopathologie de I'infection palustre en font un candidat d’un grand intérét

pour les études génétiques.

En effet, de nombreux travaux se sont intéressés a l’association des différents
variants du TNF avec principalement les formes séveres du paludisme (Aidoo et
al., 2001; Clark et al., 2009; Gichohi-Wainaina et al., 2015; J. C. Knight et al.,
1999; McGuire et al., 1994; Wattavidanage et al., 1999), mais aussi les formes
non compliquées (L. Flori et al., 2005; Meyer et al., 2002). D’ailleurs différents
polymorphismes situés dans le promoteur et les régions introniques du TNF ont
été retrouvés associés a la parasitémie maximale (TNF1304 et TNF-238) et aux
acces palustres simples (TNF1304 et TNF-308) dans la méme population

burkinabé que celle des différentes études de liaison conduites au laboratoire.

Peu de données génétiques en lien avec les maladies infectieuses sont
disponibles dans la population congolaise (Koukouikila-Koussounda & Ntoumi,
2016). Nous nous sommes donc intéressés a l’association de ces variants (TNF-
308, TNF-244, TNF-238 et TNF1304) avec les phénotypes de parasitémie
maximale et d’acces palustre simple dans cette population. De plus, nous avons
cherché a caractériser la fonction cis-régulatrice des variants associés, tout
d’abord par des approches bio-informatiques afin d’évaluer le potentiel de ces
variants a changer un site de fixation pour des facteurs de transcription et en

déterminant les facteurs candidats potentiellement affectés. Enfin, par des
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approches in vitro nous avons déterminé l'impact de ces variants sur la fixation

de protéines nucléaires et I’expression du TNF.

Ainsi, a 'aide d’analyses univariées (dans le cas de la parasitémie maximale
symptomatique) et multivariées (dans le cas des acces palustres) nous avons
montré que les variants TNF-308, TNF-244 et TNF-238 sont associés a la
parasitémie maximale symptomatique et que le variant TNF-244 est associé au
nombre d’acces palustre. Le variant TNF-1304 n’a été retrouvé associé a aucun
phénotype. Apres correction des tests multiples, seul le TNF-244 est retrouvé
associé a la parasitémie maximale symptomatique. A ce jour, notre étude est la
premiere a identifier une association entre ce polymorphisme et un phénotype

palustre.

Les différentes approches bio-informatiques ont mis en évidence que TNF-308,
TNF-244 et TNF-238 sont de bons SNP régulateurs candidats avec des scores
GWAVA proche de 1. De plus, on les retrouve co-localisés avec les sites de
fixation d’'une quinzaine de facteur de transcription (pour les variants TNF-244 et

TNF-238), dont la plupart sont identiques, suggérant un effet conjoint des 2 SNP.

Les expériences de géne-rapporteur nous ont permis de confirmer les prédictions
informatiques, a savoir que la présence du TNF-244A ou du TNF-238A altére
significativement I’expression du gene. De plus, les expériences de gel retard ont
montré que 4 complexes protéiques se fixent dans la région présentant les
polymorphisme TNF-244 et TNF-238; 3 de ces complexes se fixent
préférentiellement sur la séquence présentant la combinaison TNF-244G/TNF-
238G de ces deux variants et un de ces complexes ne se fixe que sur la séquence
présentant la combinaison TNF-244G/TNF-238A. Des analyses in silico
complémentaires a 1’aide de ’outil matrix-scan de la suite RSAT-tools (Medina-
Rivera et al.,, 2015), nous ont permis d’identifier des facteurs candidats
présentant des « altérations » de p-valeurs correspondant aux profils des

protéines retardés dans les expériences de gel retard (Fig. 24).

Autrement dit, les facteurs STAT3 et ANT semblent correspondre aux 3
complexes se fixant préférentiellement sur la séquence présentant la
combinaison TNF-244G/TNF-238G (avec la p-valeur la plus significative obtenue
pour cette combinaison) ; les facteurs GFI1 et LFA1 semblent correspondre au

complexe se fixant exclusivement a la séquence présentant la combinaison TNF-
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244G/TNF-238A.(une p-valeur significative n’étant obtenue que pour la séquence
présentant cette combinaison) (Fig. 25). Ces derniers résultats renforcent
I’hypothése d'une action synergique des 2 variants TNF-244 et TNF-238.
Néanmoins des expériences complémentaires sont nécessaires, d’une part pour
confirmer 1’association du TNF-244 dans une population indépendante et d’autre

part pour confirmer l'identité des facteurs candidats et 1'effet synergique de ces
2 polymorphismes.
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Fig. 24. Stratégie de recherche in silico de facteurs de transcription candidats. La base de données TRANSFAC fournit
différentes matrices poids-position pour chaque facteur provenant d’expériences et analyses différentes. Quatre séquences d’intérét
ont été récupérées avec I’outil retrieve-ensembl-seq a partir du nom du géne et de 1’organisme, en spécifiant d’éviter les séquences
redondantes dues aux transcrits alternatifs et en précisant de récupérer uniquement le promoteur de la position -750 a la position
+200 par rapport au TSS, de fagon a couvrir une région de plus ou moins 500pb de part et d’autre des polymorphismes TNF-
244/TNF-238 d'intérét.Une fois les séquences présentant les différentes combinaisons TNF-244G/TNF-238G, TNF-244G/TNF-
238A, TNF-244A/TNF-238G, TNF-244A/TNF-238A récupérées, elles ont été balayées par les matrices de TRANSFAC a ’aide de
I’outil matrix-scan-quick en spécifiant un modéle de fond de Markov d’ordre 2, estimé sur le génome d’Homo sapiens. Un seuil de
p-valeur a 0,0001 a été fixé (on s'attend donc a un faux-positifs tous les 10kb). Pour chacune des séquences scannées, les facteur
de transcription ayant obtenus des p-valeurs significatives pour les sites présentant les deux polymorphismes ont été
sélectionnés.Un dernier filtre permettant de sélectionner les facteurs de transcription présentant des p-valeur correspondant au
profil des protéines nucléaire retardées sur le gel retard a été appliqué, ces facteurs constituant donc les meilleurs candidats.
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TF Séquence Brin Pval_GG Pval_AG Pval GA Pval_AA
ANT_01 CTCCGATTCCGAGG R 1.4e-05 3.7e-04 1.3e-04 NS
STAT3_02  CGATTCCG R 2.0e-06 6.3e-04 1.5e-04 NS
GFI1_01 CCCCTCGGAATCAGAGCAGGGAGG D NS NS 9.1e-04 NS
LFAL_Q6 GGAATCAG D NS NS 7.7e-04 NS

Fig. 25. Fixation de protéines nucléaires a la séquence présentant les variants TNF-244/TNF-238 et prédiction in
silico de facteurs de la transcription candidats correspondants aux profils du gel retard. A. Résultats d'expérience
de gel retard en présence de sondes biotinylées présentant les différentes combinaison TNF-244/TNF-238 (indiquées en
rouges). Les 3 bandes retardées au niveau du puits 2 correspondent a 3 complexes ADN-protéines indiquant que 3
complexes protéiques C1, C2 et C3 lient la sonde TNF-244G/TNF-238G biotinylée (fleches noires). Une diminution de
l'intensité de ses bandes dans les puits 3 (TNF-244A/TNF-238G), 4 (TNF-244G/TNF-238A) et 5 (TNF-244A/TNF-238A)
suggeére une fixation préférentielle pour la combinaison TNF-244G/TNF-238G. A noter la fléche bleu au niveau du puits
4, montre l'apparition d'un nouveau complexe ADN-protéine C4, indiquant la fixation exclusive d'un complexe
protéique a la sonde présentant la combinaison (TNF-244G/TNF-238A). La présence de cette bande retardée
uniquement en présence de la combinaison TNF-244G/TNF-238A suggére que cette combinaison crée un site de
fixation pour ce complexe protéique. B. Prédiction bioinformatique de facteurs de la transcription candidats. Les
différentes colonne indiquent successivement ’identité du facteur (plus précisément I’identité de la matrice poids-
position utilisée pour scanner la séquence), la séquence reconnue par ce facteur (en rouge sont indiqués les variants
TNF-244/TNF-238), le brin fixé et les p-valeurs obtenues pour chacune des combinaison. ANT et STAT présentent les
plus petites p-valeurs avec la combinaison TNF-224G/TNF-238G, ce qui correspond au profil des bandes retardée sur le
gel. GFI1 et LFA1 ne présentent de p-valeur significative qu’avec la combinaison TNF-244G/TNF-238A, ce qui
correspond la encore au profil de la bande retardée sur le gel uniquement pour cette combinaison. TF : facteur de
transcription, NS : non significatif.
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ORIGINAL ARTICLE

Association of a functional TNF variant with Plasmodium
falciparum parasitaemia in a congolese population

TN Nguyenm'a, S Baaklini'?, F Koukouikila-Koussounda™®®, M Ndoungaﬁ, M Torres'?, L Pradel'?, F Ntoumi*>” and P Rihet'

Several studies have provided evidence of both helpful and harmful effects of TNF on the outcome of Plasmodium falciparum
malaria infection. Several TNF polymorphisms that are located within non-coding regions have been associated with parasitaemia,
mild malaria or severe malaria. We investigated the association of TNF1304 (rs3093664), TNF-308 (rs1800629), TNF-238 (rs361525)
and TNF-244 (rs673) with mild malaria and symptomatic maximum parasitaemia in a population-based design (n=310). We
obtained nominal evidence for an association between symptomatic maximum parasitaemia and TNF-308, TNF-238, and TNF-244 on
the one hand, and between the number of mild malaria attacks and TNF-244 on the other hand. After accounting for multiple tests,
we confirmed the association of symptomatic maximum parasitaemia with TNF-244. We further provide bioinformatics and
experimental evidence that TNF-244 has a cis-regulatory effect. This is the first report that emphasizes the potential role of TNF-244

in malaria.

Genes and Immunity advance online publication, 13 July 2017; doi:10.1038/gene.2017.13

INTRODUCTION

Tumor necrosis factor (TNF)a is a cytokine, which has a prominent
role in inflammation, immune responses and apoptosis. Its
involvement in infectious diseases such as tuberculosis,’?
leishmaniasis®** or toxoplasmosis®® has made it an interesting
candidate gene for genetic association studies.

With regard to malaria, several studies have provided evidences
of either helpful or harmful effects of TNFa on disease severity and
outcome. It has been shown to participate in the elimination of
the parasite, and therefore in the control of parasitaemia.” In
humans, TNF acts as a pyrogenic and proinflammatory molecule
and is involved in the killing of Plasmodium falciparum mediated
by effector cells in the presence of antibodies,®® whereas Tnf-
deficient mice have higher parasitaemia than the corresponding
wild-type mice.'® However, high levels of TNF have been
associated with severe malaria,'’'* whereas TNF and lymphotoxin
and their receptors have been shown to be involved in mouse
cerebral malaria.”?

Several genetic studies have evidenced the association
between polymorphisms within TNF promoter and parasitaemia,
mild malaria and severe malaria."*'® In addition, linkage studies
have revealed a linkage of a region containing TNF to parasitaemia
and mild malaria in a population from Burkina Faso, suggesting an
important effect of the genetic variation on the malaria
phenotypes.'*'”'® In particular, we reported in the same
population a genome-wide significant linkage and an association
of TNF polymorphisms with parasitaemia or mild malaria,'*'®'?
including TNF1304, TNF-308 and TNF-238. Limited human genetic
data in relation with infectious diseases are available from the
Republic of Congo,?® which is mainly composed of bantu people.
Therefore, it appears interesting in the present study to screen for
the presence of TNF1304, TNF-308, TNF-238 and TNF-244, which is

close to TNF-238, in a Congolese population. Also, we assessed
their association with mild malaria and parasitaemia, and
investigated their potential cis-regulatory effect.

RESULTS
Phenotype and genotype results

A malaria attack can be defined as a fever episode with positive
parasitaemia. As fever may be due to other pathogens, it has been
suggested to apply a parasitaemia threshold; this increases the
probability that fever is caused by P. falciparum.?' Thus, we used
both phenotypes to characterize malaria attacks. As shown in
Table 1, 142 individuals did not suffer with fever, and were
considered asymptomatic, whereas 168 individuals had fever and
parasitaemia. Among the 168 individuals with symptomatic
parasitaemia, 101, 36, 16, 13 and 2 individuals had 1, 2, 3, 4 and
5 fever episodes, respectively. As shown in Table 1, 29 individuals
had parasitaemia lower than 5000 infected red blood cells per pl,
whereas 139 had parasitaemia higher than 5000. Among the 139
individuals, 72, 36, 16, 13 and 2 individuals had 1, 2, 3, 4 and 5
fever episodes, respectively. The median of maximum parasitae-
mia was 21082, whereas the first and third quartiles were 8650
and 51 190, respectively (Table 1).

All the 310 individuals were successfully genotyped for
rs1800629 (TNF-308), rs673 (TNF-244) and rs361525 (TNF-238). For
rs3093664, 309 individuals were successfully genotyped. GG and
GA genotypes were identified for rs673 and rs361525, whereas
GG, GA, and AA genotypes were identified for rs1800629 and
rs3093664. We checked the Hardy-Weinberg equilibrium for the
SNPs (P>0.21), and further calculated the allelic frequencies for
rs1800629 (p(G)=0.90 and p(A)=0.10), rs673 (p(G)=0.98 and
p(A)=0.02), rs361525 (p(G) =0.93 and p(A)=0.07) and rs3093664
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Table 1. Phenotype characteristics of individuals living in the study area

Malaria attack

Number of individuals (%)

Maximum parasitemia during fever episodes

No fever 142 (45.8%)
Fever with parasitaemia 168 (54.2%)
Fever with parasitaemia < 5000 29 (9.4%)

Fever with parasitaemia> 5000 139 (44 .8%)

21 802° (8650-51 190)°
1655 (1023-3062)
29 263 (14 628-54 157)

*Median. PFirst and third quartiles.
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Box plot showing Plasmodium falciparum maximum parasitaemia in individuals with different genotypes for (a) rs1800629 (TNF-308),

(b) rs673 (TNF-244) and (c) rs361525 (TNF-238). The median value, and the 25th to 75th percentile are shown. We grouped GA and AA

individuals for rs1800629 because there were only four AA individuals.

(p(A)=0.87 and p(G)=0.13). As only four AA individuals were
recorded for rs1800629, and only four GG individuals were
recorded for rs3093664, we grouped GA and AA individuals for
rs1800629 and GG and GA individuals for rs3093664 in further
association analyses.

Association of SNPs with mild malaria and maximum parasitaemia
As there was no association of age with maximum parasitaemia in
the study population (data not shown), we did not take into
account age to assess the effect of SNPs. Mann—-Whitney test was
used because the distribution of maximum parasitaemia was not
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normal, on the basis of the Shapiro-Wilk test. We detected an
association at the 0.05 level for rs1800629 (A allele being
negatively associated, P=0.045), rs673 (A allele being positively
associated, P=0.007) and rs361525 (A allele being positively
associated, P=0.045), as shown in Figure 1. There was no effect of
rs3093664 (P> 0.05).

As age influenced both fever phenotype with positive
parasitaemia and fever phenotype with parasitaemia higher than
5000, we used the logistic and poisson regression methods to
assess the association between the genotypes and the pheno-
types. First, we assessed the association of SNPs with the binary
phenotypes by using the logistic regression method; the SNPs

© 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature,



Table 2. Transcription factors binding the sequences containing
rs1800629, rs673 and rs361525
rs1800629 5673 rs361525
IKZF1 FOXM1 FOXM1
NFKB1 IKZF1 IKZF1
NFYB MAX MAX
RUNX1 MAZ MAZ
SPI MXI MXI1
TCF12 NF1C NF1C
VDR NFKB1 NFKB1
NFYB NFYB
RELA RELA
RUNX1 RUNX1
SPI1 SPIN
STAT3 STAT3
TAL1 TAL1
TCF12 TCF12
VDR VDR

were associated with neither fever phenotype with positive
parasitaemia nor fever with parasitaemia higher than 5000.
Furthermore, we assessed the association of SNPs with the
number of febrile episodes with and without parasitaemia
threshold by using poisson regression method. There was no
association for rs1800629, rs361525 and rs3093664. In contrast, we
detected an association of rs673 with the number of fever
episodes with positive parasitaemia (P=0.033, A allele positively
associated with fever) and the number of fever episodes with
parasitaemia higher than 5000 (P=0.050, A allele positively
associated with fever).

We further applied a correction for multiple genetic association
tests, which makes use of correlation information. On this basis,
only the association of rs673 with parasitaemia remained
significant at the adjusted level ay=0.05 (Pc =0.032).

Functional analyses of SNPs

We investigated the potential functional effect of the SNPs
associated with malaria phenotypes by using the bioinformatics
GWAVA (genome-wide annotation of variants) tool and the ReMap
catalogue to look for co-localisation of SNPs and transcription factor
binding sites. Also, we mapped the peak of ChIP-seq experiments
covering a total of 237 transcription factors by using the ReMap
tool. We found 7, 15 and 15 transcription factors, which bind
sequences containing rs1800629, rs673 and rs361525, respectively
(Table 2). Furthermore, we found that rs1800629, rs673 and
15361525 had a score of 0.99, 0.99 and 0.94, respectively, indicating
a regulatory effect of those SNPs. Interestingly, rs3093664 that was
not associated with malaria phenotypes had a score of 0.72. We
further checked for the score of 245 non-coding SNPs located
within 5’'UTR, 3'UTR, downstream, upstream or intron regions of the
TNF gene. rs1800629, rs673 and rs361525 belonged to the 15% of
SNPs having the highest scores (Supplementary Table 1).

Thus, we performed a gene reporter assay to assess the effect of
rs673 (TNF-244) and rs361525 (TNF-238) on the promoter activity.
Figure 2 shows the results for six experiments performed in the
THP1 cell line. Paired t-tests allowed us to show a significant effect
of both rs361525 and rs673 on the promoter activity by
comparing the promoter activity of the wild-type sequence to
the one of the mutated sequence at either rs361525 or rs673. The
mutated TNF promoter containing TNF-238A and the one contain-
ing TNF-244A showed a significant decrease in activity compared
with the wild-type TNF promoter containing the TNF-238G
(P=0.047) and TNF-244G alleles (P=0.018), respectively.

Moreover, we performed an EMSA (electrophoretic mobility
shift assay) to investigate the binding of nuclear proteins to the
sequence containing rs673 and rs361525. As shown in Figure 3,
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Figure 2. Results of a gene reporter assay comparing the different
promoter variants. The pGL3-basic Vector and the pGL3-5V40
promoter were the negative and the positive controls, respectively.
The wild-type TNF promoter in the pGL3-basic Vector contained
TNF-244G and TNF-238G alleles; its activity was set at 1. The
promoters mutated either at the rs673 (TNF-244) site or at the
rs361525 (TNF-238) site contained TNF-244A and TNF-238A alleles,
respectively. The mean and the s.e.m. of six experiments are shown
for each promoter. T-test was used to assess the difference between
the wild-type promoter and the mutated promoter because the
distribution of the promoter activity was normal, on the basis of the

Shapiro-Wilk test. The significance is shown (*P <0.05 and
**p < 0.02).
—
-
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Probe 15361525 G G G G A A
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Nuclear extracts - + - + - +
Figure 3. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) results for rs673

(TNF-244) and rs361525 (TNF-238). Delayed bands that correspond to
probe-nuclear protein complexes are shown by arrows. EMSA
patterns are shown for the sequence containing the wild-type
alleles TNF-238G and TNF-244G (track 2), the one containing the
mutant TNF-244A allele (track 4), and the one containing the mutant
TNF-238A allele (track 6).

the sequence carrying the mutant allele showed differential
patterns compared with the sequence carrying the wild-type allele
in EMSA for both rs673 and rs361525. Also, the wild-type
sequence containing TNF-244G and TNF-238G alleles showed
three delayed bands that were more prominent compared with
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either the sequence containing TNF-244A allele or the one
containing TNF-238A, respectively. In addition, the sequence
containing TNF-238A allele showed an additional delayed band
compared with the sequences containing TNF-238G.

DISCUSSION

In the present study, we have examined the association of
TNF1304 (rs3093664), TNF-308 (rs1800629), TNF-238 (rs361525) and
TNF-244 (rs673) SNPs within the TNF gene with mild malaria and
maximum symptomatic parasitaemia in a population living in the
Republic of Congo. We further investigated their potential
cis-regulatory effect. Among the 4 polymorphisms analysed, we
found a nominal association between three of them (TNF-238,
TNF-244, TNF-308) and mild malaria attack or maximum para-
sitaemia, whereas there was no association between TNF1304 and
those phenotypes. TNF-244 remained associated with parasitaemia
after correcting for multiple tests.

Also, we report a significant association between TNF-244A and
parasitaemia, and a trend in favour of association between
TNF-244A and the number of mild malaria attacks. To our
knowledge, this is the first report on the effect of this
polymorphism on malaria phenotypes. Furthermore, the ReMap
tool led to identify several transcription factors that bind DNA
sequence containing TNF-244, whereas the bioinformatic analysis
based on the GWAVA tool yielded a high score. This suggests that
the SNP is located within a regulatory region. Moreover, our
experimental analyses provide evidence of a cis-regulatory effect
of TNF-244. Indeed, TNF-244A decreased TNF promoter activity
based on a gene reporter assay, whereas TNF-244A diminished the
binding of nuclear proteins by using an EMSA. Further studies will
be, nevertheless, helpful to test whether 244A carriers with malaria
infection show a decreased production of TNF in relevant cells,
such as monocytes, and thus to relate the promoter activity to
malaria infection.

We have also detected a trend in favour of the association of
TNF-308 and TNF-238 and with maximum parasitaemia. Although
the association was no more statistically significant after correct-
ing for multiple tests, these results are in line with association
results obtained in other countries on the one hand, and with
functional studies on the other hand. Also, TNF-308 has been
associated with mild malaria in Burkina Faso,'® parasitaemia in
Burkina Faso and Kenya'®'® and severe malaria in Gambia, Kenya
and Sri Lanka.'>"%22 These results suggest that TNF-308 influences
several malaria phenotypes. In this way, the bioinformatics
analyses yielded strong evidence of a regulatory effect of
TNF-308A, and are consistent with the experimental results
reported by several authors showing that TNF-308A increased TNF
production.?**

Similarly, TNF-238 has been associated with parasitaemia in
Burkina Faso, with severe anaemia in Gambia,”® and cerebral
malaria in Kenya.”” However, it was associated with neither severe
anaemia in Kenya and Malawi®® nor cerebral malaria in
Gambia.”**” Such contradictory results may be explained by the
effect of other SNPs on malaria phenotypes or the TNF
production.”® Alternatively, TNF-238 may not have a molecular
effect and may be in linkage disequilibrium with a causal SNP.
Nevertheless, our bioinformatic and experimental analyses sup-
port the hypothesis that TNF-238 has a regulatory effect with
TNF-238A decreasing the promoter activity in the THP1 cell line. In
the same way, TNF-238A was shown to decrease the promoter
activity in Jurkat and Raji cell lines.?®

In conclusion, we found a significant association between
symptomatic parasitaemia and TNF-244 (rs673) and we provide
evidence that TNF-244 alters both the binding of nuclear proteins
and the promoter activity. In addition, we observed a trend of the
association between TNF-244 and the number of malaria attacks,
on the one hand, and between TNF-308 (rs1800629) and TNF-238
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(rs361525) and symptomatic parasitaemia, on the other hand.
Also, our results further support that TNF-308 (rs1800629) and
TNF-238 (rs361525) influence malaria phenotypes, and provide
evidence of a role for TNF-244 (rs673), which is close to TNF-238
(rs361525). Interestingly, both SNPs are located within a sequence
binding the same transcription factors, and may have a synergistic
effect. Further studies are, nevertheless, required to confirm the
role of TNF-244 in human malaria, and to investigate the putative
synergistic effect of TNF-244 and TNF-238 on gene expression in
cells that are relevant for clinical malaria.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

The study population has been described elsewhere® The population
lived in Brazzaville, the capital city of Congo, which is located along the
Congo river. Samples were collected at Makélékélé health division from
317 individuals living in three districts: Kinsana, Mbouono and Ngoko in
the south area of Brazzaville. Malaria is transmitted throughout the year
with P. falciparum being the predominant species and Anopheles gambiae
is the main mosquito vector. We considered that all children were similarly
exposed to malaria because they were living in similar conditions in the
same semi urban area along the Congo river. All 317 individuals were
children aged from 1 to 9 years, belonging to the Bantu population. Blood
samples were collected at enrolment from April to June 2010 and at every
malaria episode during 1 year followed up. During 1 year of the program, if
an individual had any symptoms related to clinical malaria such as fever,
muscular pain, headache, dry cough, the child was invited at the health
centre for clinical examination. In case of positive thick and thin blood
smears and axillary temperature >37.5 °C, children were treated with
artesunate-amodiaquine or artemether-lumefantrine. The ethical approval
was given by the Institutional Ethics Committee for Research on Health
Sciences of the Republic of Congo.

Phenotypes

In case of fever (axillary temperature >37.5°C), blood sample was
collected, and parasitaemia was measured as previously described.®® In
brief, thick and thin blood films were stained with 10% Giemsa solution for
15 min. Parasite determination and measurement were established by two
independent readings. The parasitaemia was defined as the number of
parasitized erythrocytes observed per ul of blood. P. falciparum was the
only Plasmodium species detected. Maximum parasitaemia was the highest
symptomatic parasitaemia that was measured in each individual during
the study time. In all, 173 individuals had at least one fever episode during
the time study. Among 173 individuals with fever, no parasite was
detected for five individuals, resulting in 168 individuals with positive
parasitaemia. A malaria fever episode was defined on the basis of the
presence of both fever and blood parasites; also, individuals without fever
episode were considered asymptomatic, whereas those with fever and
negative parasitaemia were registered with an unknown phenotype.
Alternatively, a malaria fever episode was defined on the basis of the
presence of both fever and parasitaemia higher than 5000 parasitized
erythrocytes per ul of blood; in this case, individuals without fever were
considered asymptomatic, whereas those with fever and parasitaemia
lower than 5000 parasitized erythrocytes per pl of blood were registered
with an unknown phenotype. The number of fever episodes with positive
parasitaemia, on the one hand, and the number of fever episodes with
parasitaemia higher than 5000, on the other hand, were evaluated for each
individual.

DNA extraction and amplification

Genomic DNA was extracted from 200 pl of peripheral whole blood
samples obtained from patients and asymptomatic children (n=310) using
the commercially available QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) following the manufacturer's instructions.®® The total DNA
samples were then amplified by lllustraGenomiPhi V2 DNA Amplification
kit (GE Healthcare Life Sciences, France, Europe) using the following
protocol: 1 ul contains ~10 ng of genomic DNA was mixed with 9 ul of
Sample Buffer. The mixture was heated to 95 °C for 3 min to denature
genomic DNA and then cooled down to 4 °C or incubated on ice. For DNA
amplification, a master mix solution includes 9 pl of Reaction Buffer and
1 ul of Phi29 DNA polymerase enzyme mix was added directly in the

© 2017 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.



sample. Sample were then incubated at 30 °C for 1.5 h and heated to 65 °C
for 10 min to inactivate the enzyme. The amplification product was diluted
up to 1ml in total volume by pure water to reach DNA concentration of
about 4-7 ng I~ " and was stored at =20 °C until use.

Genotyping

The primer pair to amplify DNA fragments containing TNF1304 (rs3093664),
TNF-308 (rs1800629), TNF-238 (rs361525) and TNF-244 (rs673) was designed
with the PRIMER program as described by Flori et al.'* Polymerase chain
reaction (PCR) amplification was carried out in 50 pl reaction volumes with
20ng of genomic DNA, 1x PCR buffer (20 mm of Tris-HCL pH 8.4, 50 mm of
KCL, 1.5 mm of MgCl2), 1 mm of dNTPs, 0.5 mm of each primer and 1 U of
Taq DNA polymerase (Qiagen). Thermocycling started with a single
denaturation step for 5 min at 95 °C, following 40 cycles of denaturation
for 40 s at 95 °C, annealing for 30 s at 59 °C and extension at 72 °C for 40 s.
One final extension step was added for 10 min at 72 °C. The PCR products
were checked by 1.5% agarose gel electrophoresis to verify the product
size and purified with the PCR DNA Purification Kit (Qiagen). A total of
35 fmol of the purified PCR product was used as template for sequencing
using the Dye Terminator Cycle Sequencing Quick Start Kit (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA) on a Beckman coulter CEQ 8800 sequencer
followed manufacturer’s protocol.

Statistical analyses

Hardy-Weinberg equilibrium was tested and allelic frequencies were
calculated, as described.®' Linkage disequilibrium was assessed between
pairs of SNPs by using the r* statistics implemented in the program
HAPLOVIEW.3? Mann-Whitney test was used to assess the association
between parasitaemia and genotypes. Logistic and poisson regressions
were used to evaluate the association the genotype with mild malaria as a
binary trait and the number of malaria attacks, respectively; the logistic
and poisson regression methods allowed us to include age as a covariate.
Student’s t-test was used after checking data distribution with Shapiro—
Wilk method; paired t-test was used when the data could be paired. Mann—
Whitney, t-test, and multivariate regressions were performed by using the
SPSS software. All the tests were two-sided. G*Power software was used to
compute statistical power for t-tests and Mann-Whitney tests. A modified
Sidak correction method that makes use of the correlation information was
used to correct for multiple tests.>® In brief, the adjusted signiﬁcance level
and the observed corrected Pc value are ocy = 1—(1—oc)™ and Py =
1—(1-P)™ respectively, where my = K'~"* and r, = (Sri)/(K—1), K is
the number of comparisons, and r is the correlation between the jth and
the kth parameter. When the average correction coefficient was zero, the
adjustment was done according to the Bonferroni method, and when it
was one, the unadjusted and the adjusted P-values were the same. The
r-value was used to account for allelic association.

Bioinformatic search for regulatory SNPs
The potential regulatory effect of SNPs was scored by using the GWAVA
tool.*® It integrates genomic and epigenomic data to prioritize non-coding
variants likely altering the expression of the gene, and it calculates three
scores ranging from 0 to 1; the highest scores indicate a likely regulatory
effect of the SNP. The so-called unmatched score that led to the best
discrimination of regulatory variants®® was used in the present study.
Moreover, we explored ChIP-seq results by using the ReMap catalogue
containing 395 data sets covering 237 transcription factors to identify
transcription factors that bind DNA sequence containing the studied
SNPs.3® To this aim, the intersectbed tool implemented in the ReMap
catalogue was used to intersect the genomic coordinates of SNPs and
those of the ChIP-seq peaks.

Electrophoretic mobility shift assay

Nuclear proteins were extracted from 1x 10° NK92 cells using the NE-PER
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kit (ThermoScientific). Complementary
single-stranded with biotin-3"-end-labeled oligonucleotides were pur-
chased from Eurofins (Eurofins SARL, Strasbourg, France) for wild-type
alleles (Biotin-5'-gaccccectcggaatcggagcagggag-3'and Biotin-5'-ctccctgcete
cgattccgaggggggte-3') for wild-type and mutant allele at TNF-238
(rs361525) (Biotin-5'-gacccccctcggaatcagagcagggag-3'and  Biotin-5'-ctccc
tgctctgattccgaggggggte-3') or  TNF-244(rs673) (Biotin-5'-gacccccctcagaa
tcggagcagggag-3'and Biotin-5"-Ctccctgctecgattctgaggggggte-3'). Double-
stranded oligonucleotides were prepared by melting at 95 °C for 10 min in
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STE buffer (0.1 M NaCl, 10 mmTris-HCl, 1 mm EDTA, pH 8), followed by an
annealing phase by gradually reduce the heat until room temperature.
A total of 10 ug of nuclear proteins were incubated with the double-
stranded oligonucleotides for 30 mins on ice in binding buffer (Binding
Buffer 1x, 2.5% glycerol, 5 mm MgCl2, Poly (dl.dC) 100 ng pl ™" and 0.05%
NP-40). After 30 min incubation with the biotinylated probes at room
temperature, the samples were migrated on a 6% polyacrylamide gel in
0.5 x Tris-Glycine buffer for 1 h at 100 V at 4 °C. Then they were transferred
onto a nylon membrane in a 0.5 x TBE buffer for 1 h at 100V at 4 °C. After
being fixed on the membrane by ultraviolet, samples were revealed by
autoradiography with streptavidin coupled to peroxidase in the presence
of luminol (substrate).

Gene reporter assay

A 513pb DNA fragment upstream of the TNFalpha translation start site
(hg38position: (chr6:31575286-31575798) was amplified from ADNg of
THP1 (ATCC TIB-202) monocyte cell line by PCR using Herculase Il Fusion
enzyme (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA; cat# 600679) and the
forward primer (CAGTCAGTGGCCCAGAAGAC) and the reverse primer
(ACGTCCCGGATCATGCTTTC). For cloning TNF promoter 513pb DNA
fragment, we used the 'Sticky end PCR Cloning' method.>® Two PCR were
performed on this fragment: PCR1 with the forward primer (CGCGTC
AGTCAGTGGCCCAGA) and the reverse primer (GACGCTCCGGATCATGCTT),
and PCR2 with the forward primer (TCAGTCAGTGGCCCAGAAGAC) and the
reverse primer (TCGAGACGTCCCGGATCATGC). The PCR products from
PCR1 and PCR2 were mixed and hybridized together to create a 513pb
DNA fragment with Xhol and Mlul sticky end. This fragment was cloned
into the Miul-Xhol sites of pGL3-basic Vector (Promega cat# E1751,
Madison, WI), which contained the firefly luciferase coding sequence. To
perform on the wild-type TNF promoter single mutations on the two
interested SNP positions (rs673 or TNF-244; rs361525 or TNF-238), the Q5
Site-Directed Mutagenesis Kit (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA;
cat#E05545) was used according to substitutions instructions. Therefore,
TNF-244G and TNF-238G alleles were replaced with TNF-244A and TNF-238A
alleles, respectively. Two new plasmids were constructed: the first one
contained TNF-244A allele, whereas the second one contained TNF-238A
allele.

THP1 (ATCC TIB-202) monocyte cells were grown in Gibco RPMI 1640
medium (ThermoFisherScientific, Waltham, MA, USA; cat#11875-101)
supplemented with 10% fetal bovine serum. Transfection was performed
with Neon Transfection System (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) following
constructor instructions. For each out of the six tests performed, 10° cells
were co-transfected with 1 pg of control vector (pGL3-basic vector for
negative control, pGL3-5V40 promoter for a positive control) or with 1 pg
of tested construction (the wild-type TNF promoter, the mutated TNF
promoter carrying TNF-244A or the mutated TNF promoter carrying
TNF-238A) and 200 ng of pRL-SV40 (a plasmid encoding Renilla luciferase
from Promega) used as transfection efficiency control. Transfected cells
were maintained at 37°C in 5% CO2 during 24 h. Firefly and Renilla
luciferase values were obtained by analyzing 20 pl of cell lysate according
to standard instructions provided in the Dual Luciferase Kit (Promega,
Madison, WI, USA; cat# E1910) in a TriStar LB 941 Multimode Microplate
Reader (Berthold technologies ThermoFisher, Waltham, MA, USA).
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Résultat 2: Analyse d’association et caractérisation
fonctionnelle d’un variant du NCR3 avec les accés palustres
simples dans une population du Congo

Parmi les genes situés sous le pic de liaison dans 1I’étude pangénomique conduite
au Burkina Faso, on retrouve le géne NCR3, un gene codant pour un récepteur
activateur des cellules NK : le récepteur NKp30. Une analyse d’association gene-
candidat subséquente a révélé que le polymorphisme NCR3-412 localisé dans le

promoteur de ce gene est associé a la forme simple du paludisme.

Le récepteur de cytotoxicité naturelle NKp30 a été identifié par différentes
études comme responsable de l’activation des cellules NK a l'origine de
I'élimination de plusieurs cellules pathogéniques, telles que les cellules
tumorales (Pende et al., 1999), les cellules infectées par les virus (Golden-Mason,
Cox, Randall, Cheng, & Rosen, 2010), les cellules fongiques (S. S. Li et al., 2013)
ou encore les cellules dendritiques immatures (Ferlazzo et al., 2002; Simhadri et
al., 2008). Plusieurs études ont aussi démontré que les cellules NK interagissent
directement avec des érythrocytes infectés par Plasmodium (Artavanis-Tsakonas
et al., 2003; Baratin et al., 2007; Korbel et al., 2005). Cette interaction pourrait
conduire a la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et
d'IFN-y, a 'origine du controle de la parasitémie mais pourrait conduire aussi a
une réponse cytotoxique déclenchée par la reconnaissance de ligands
parasitaires exprimeés a la surface des globules rouges infectés par les récepteurs
des cellules NK, et plus précisément le récepteur NKp30 (Bouyou-Akotet et al.,
2004; Qingfeng Chen et al., 2014; Hermsen et al., 2003; Mavoungou et al., 2007;
Mavoungou, Luty, & Kremsner, 2003; Orago & Facer, 1991). Chez les patients
atteints de leucémie myéloide aigué, il a été démontré qu'une diminution de
I'expression de NKp30 est corrélée a une diminution de la cytotoxicité des
cellules NK (Costello et al., 2002).

Ainsi au vu de l'association du variant NCR3-412 au Burkina Faso et du rdle
biologique de la protéine NKp30, nous avons émis 1’hypothese qu'un
polymorphisme qui altérerait I’expression de ce récepteur aurait un impact sur le
risque de développer un acces palustre simple de part une modification de la

réponse immunitaire des NK dirigée contre les érythrocytes infectés. Afin de
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confirmer 'implication de ce polymorphisme et de caractériser plus précisément
son effet cis-régulateur, nous avons en premier lieu entrepris une étude de
réplication dans une population indépendante du Congo, puis nous avons exploré
in silico et in vitro l'effet du polymorphisme sur la fixation de facteurs de
transcription et l’expression du gene. Enfin, aprés avoir identifié in silico des
facteurs de la transcription candidats, nous avons évalué in vitro 1l'effet du

variant sur la fixation de ces facteurs validant de ce fait leur implication.

Ainsi, les résultats obtenus ont confirmé que sous 1’hypothése d’un modele
génétique dominant, en accord avec I’étude menée au Burkina Faso, il existe une
association significative entre le polymorphisme et la survenue de la maladie
ainsi qu’entre le polymorphisme et le nombre d’acces fébrile. Apres avoir intégré
dans l'analyse de régression multivariée les facteurs confondants connus pour
avoir un effet sur le développement du paludisme simple, l’association du

polymorphisme NCR3-412 est toujours significativement associé.

L'age semble néanmoins avoir un effet modulateur sur la susceptibilité de 1’hote
au paludisme simple dans la population congolaise. En effet, apres stratification
de l'analyse en fonction de 1'age, les résultats montrent que le polymorphisme
NCR3-412 est associé au paludisme uniquement dans la sous-population
d’individus agés de plus de 4 ans. Ceci n’avait pas pu étre montré dans 1’étude
Burkinabé car la population étudiée était plus agée (seulement 13 % des
individus étaient agés de moins de 4 ans contre 53,7 % dans la population du

Congo).

Des expériences de gene-rapporteur nous ont permis de confirmer 1'effet cis-
régulateur du polymorphisme, a savoir que la présence de NCR3-412C altére
significativement ’expression du géne, avec une diminution de l’expression de
37 %. De plus les expériences de gelretard ont montré que 2 complexes
protéiques se fixent dans la région présentant le polymorphisme NCR3-412 et
que ces 2 complexes se fixent préférentiellement au variant G ; suggérant que

ces complexes correspondent a des facteurs activateurs de la transcription.

Enfin, apres avoir identifié in silico des facteurs de la transcription candidats,
nous avons pu montrer par des expériences de pull-down/western blot que non

seulement RUNX3 et STAT4 se fixe a la région présentant NCR3-412, mais aussi
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que ces deux facteurs se fixent préférentiellement en présence du variant NCR3-
412G.

Ainsi, nous avons pu proposer un modeéle biologique selon lequel, la présence du
variant NCR3-412C altere la fixation de RUNX3 et STAT4 au niveau du
promoteur du geéne NCR3, entralnant une sous-expression des récepteurs
activateurs NKp30 a la surface des NK, une réponse immunitaire de ces cellules
altérées et une sensibilité accrue aux acces simples. Au vu de la réplication de
I’association du polymorphisme NCR3-412 avec le paludisme simple dans une
population indépendante et au vu des évidences d’un réle, on peut suggérer que
ce SNP est un variant causal et non en déséquilibre de liaison avec le variant

causal (Fig. 26).

» 4 Phénotype

Association indirecte

(observee) B
Association directe
o {non cbserveée)
-+ »
: : Chromosome
A B

Variant genotype Variant causal non cbserve

Fig. 26. Distinction entre association génétique et relation causale dans les études d’association génétique. Un
variant génotypé statistiquement associé a un phénotype donné, n’est pas forcément un variant causal. En effet, le
signal d’association détecté pour ce variant peut étre dii a un déséquilibre de liaison avec le variant causal non-
génotypé. Certaines localisations des variants génétiques peuvent étre en faveur d’un role fonctionnel : dans une
séquence régulatrice, dans une séquence codante dans le cas d’une mutation «non-synonyme» (c-a-d modifiant I’acide
aminé) ou « non-sens » ( c-a-d induisant la survenue prématurée d’un codon stop), dans un site d’épissage intronique ;
dans ce cas seules des données expérimentales permettant de caractériser le role fonctionnel du variant pourront
indiquer si ce SNP est le variant causal ; ce que nous indique les résultats expérimentaux obtenus le variant NCR3-
412.
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Abstract

Linkage studies have revealed a linkage of mild malaria to chromosome 6p21 that contains
the NCR3 gene encoding a natural killer cell receptor, whereas NCR3-412G>C (rs2736191)
located in its promoter region was found to be associated with malaria in Burkina Faso. Here
we confirmed the association of rs2736191 with mild malaria in a Congolese cohort and
investigated its potential cis-regulatory effect. Luciferase assay results indicated that
1s2736191-G allele had a significantly increased promoter activity compared to rs2736191-
C allele. Furthermore, EMSAs demonstrated an altered binding of two nuclear protein com-
plexes to the rs2736191-C allele in comparison to rs2736191-G allele. Finally, after in silico
identification of transcription factor candidates, pull-down western blot experiments con-
firmed that both STAT4 and RUNX3 bind the region encompassing rs2736191 with a higher
affinity for the G allele. To our knowledge, this is the first report that explored the functional
role of rs2736191. These results support the hypothesis that genetic variation within natural
killer cell receptors alters malaria resistance in humans.

Introduction

Malaria caused by Plasmodium falciparum parasites remains a major global public health prob-
lem with 212 million new cases and 429 000 deaths in 2015 according to the WHO [1]. Sub-
Saharan Africa accounted for most of these new cases and deaths (nearly 90%).

The contribution of host genetic variants to susceptibility to Plasmodium falciparum
malaria has been widely studied since the discovery of the protective role of sickle cell
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mutation against malaria [2-4]. Indeed, malaria parasites have exerted strong selective pres-
sure on the human genome in endemic areas, leading to the progressive accumulation of
genetic adaptations in these populations [5]. Linkage and association studies have reported
several associations between polymorphisms of candidate loci and various malaria-related
phenotypes [6]. These phenotypes, which characterize malaria severity, include high parasitae-
mia, fever, anaemia and cerebral malaria.

Several linkage analyses conducted in different African ethnic groups provided evidence of
linkage between the 6p21 locus and mild malaria [7-9]. In addition, several polymorphisms
found under the linkage peak, and more precisely, within TNF, LTA and NCR3 genes, were
independently associated with subphenotypes of mild malaria such as parasitaemia or mild
malaria attack in Burkina Faso [10-12]. Among those, several TNFand LTA polymorphisms
have been characterized as cis-regulatory polymorphisms [13-18]. However, the functional
effect of the polymorphism located within the promoter of NCR3 gene (NCR3-412G>C,
152736191), which encodes NKp30 receptor, was unknown.

The natural cytotoxicity receptor NKp30 (natural cytotoxicity triggering receptor 3, NCR3)
has been identified to trigger NK-cell-mediated killing of several tumor cell lines [19], virus-
infected cells [20], fungal cells [21], and also dendritic cells [22,23]. In patients with acute mye-
loid leukaemia, down-regulation of NKp30 expression has been shown to correlate with a
decreased NK cells cytotoxicity [24]. Several studies provided evidences that NK cells directly
and specifically interact with infected erythrocytes [25-27] resulting in their killing through
cytotoxic activity [28-32] and this lysis may be triggered by the recognition of ligands exp-
ressed on parasitized RBC surface by NK cell receptors, among them NKp30 receptor [30,33].
Besides, NKp30 engagement at the NK cell surface can lead to the production of IFNy, which
has been shown to correlate with a reduced risk of mild malaria [34,35]. Therefore, polymor-
phisms that reduce NKp30 expression may increase the risk of mild malaria. Also, we hypothe-
sized that the rs2736191-C allele associated with mild malaria in Burkina Faso binds less
efficiently transcription factors recruited to the promoter, and that it diminishes the expression
of its target gene. Here we investigated the cis-regulatory effect of rs2736191, and its associa-
tion with mild malaria in a population living in the Republic of Congo, where there are limited
human genetic data in relation with infectious diseases [36].

Materials and methods
Subjects and phenotypes

The study subjects have resided in Kinsana, Mbouono and Ngoko, three suburban areas close
to each other and located in Makélékele, one of the seven districts of Brazzaville (Congo) [37].
Three hundred and seventeen individuals were recruited between April and June 2010 and fol-
lowed up during one year. Blood samples were collected at Makélékélé health division, which
is located at 6km from the study area in the centre of the district; a written informed consent
signed by the parents or legal guardians was obtained for the children. In this area, malaria is
transmitted throughout the year with P. falciparum being the predominant species and Anoph-
eles gambiae the main mosquito vector [38,39]. All the recruited individuals belonged to Bantu
ethnicity, and were aged from one to nine years. Age mean was 4.34 (SD = 2.55), and sex ratio
was 1.13 (167 Male and 148 Female). During the study period, if a child presented any symp-
toms related to clinical malaria, he was examined at the health center and treated in case of
malaria episode (positive thick, thin blood smears and axillary temperature >37.5°C). Thick
and thin blood smears were independently read by at least two trained biologists. The slides
were read using an oil immersion lens at a 100x magnification. A slide was considered negative
when no asexual parasite was observed after reading at least 100 thick fields. For positive
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results, asexual parasites were counted against at least 200 leucocytes and expressed as the
number of asexual parasites per i, assuming 8,000 leucocytes/ul of blood. The children who
experienced at least one clinical malaria attack were classified in a group as mild malaria,
whereas the children without any reported mild malaria episode in spite of the carriage of par-
asites during the follow-up period were considered as asymptomatic, as and were classified in
a group as asymptomatic children. This led to determine a binary mild malaria phenotype. In
addition, the number of malaria episodes was registered, and was considered as another phe-
notype. The ethical approval was given by the Institutional Ethics Committee for Research on
Health Sciences of the Republic of Congo.

DNA extraction and rs2736191 genotyping

Genomic DNA was extracted from 200 pl of peripheral whole blood samples from patients
and asymptomatic individuals using QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Ger-
many); DNA samples were then amplified by Illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification kit
(GE Healthcare Life Sciences, Velizy-Villacoublay, France) following the manufacturer’s
instructions. PCR amplification of DNA fragments containing rs2736191 with forward (5’
GATGGGTCTGGGTACTGGTG-3’) and reverse (5-GGGATCTGAGCAGTGAGGTC-3’)
primers was described by Delahaye et al. [10]. For RELP analysis, the PCR product of
152736191 was digested with 10 units of Pfol restriction endonuclease (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, MA, USA) at 37°C overnight. The digestion products were loaded on to Agi-
lent DNA 1000 chips and analyzed on the 2100 Bioanalyzer, per manufacturer’s instructions.
Validation of the PCR-RFLP method was assessed by sequencing 37 PCR products of
152736191 (corresponding to 37 individuals) on a Beckman coulter CEQ 8800 sequencer
according to manufacturer’s protocol (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Three hundred and
fifteen DNA samples of the 317 samples were successfully genotyped (S1 Table).

Statistical analysis

Hardy-Weinberg equilibrium was tested and allelic frequencies were calculated, as described
[40]. To estimate the association of rs2736191 polymorphism with the binary mild malaria
phenotype, we used a chi-square test. We further performed a logistic regression analysis to
evaluate the odds ratios (OR) and their 95% confidence intervals (Cls). Moreover, we assessed
the association of the investigated SNP with the number of episodes by a Kruskal and Good-
man’s gamma test and the Poisson regression method. To assess the effect of the SNP on the
promoter activity, Student’s t-test was used after checking the normality of the distributions by
using the Shapiro-Wilk method and their variance equality by using a Fisher test. All analyses
were performed by using either R or SPSS software (SPSS, Boulogne, France). Only terms sig-
nificant at the 5% level were retained.

NCR3linkage disequilibrium analyzes

To evaluate the linkage disequilibrium status of the region where rs2736191 is located, we
explored the 1000 Genome Project data [41] for the Yoruba population through Ensembl
browser [42].

Cell culture

Human NK92 cells (ATCC, Manassas, VA, USA, ATCC® CRL-2407") were cultured in alpha
MEM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), supplemented with 12.5% horse
serum, 12.5% fetal calf serum (FCS), 2 mM L-glutamine, 1.5 g/l sodium bicarbonate, 0.2 mM
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inositol, 0.1 mM 2-mercaptoethanol, 0.02 mM folic acid and 100 U/ml recombinant IL-2
(PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ, USA). K-562 cells (ATCC(R) CLL-243") were grown in
Gibco® RPMI 1640 medium (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) supplemented
with 20% fetal bovine serum.

Luciferase assay

A 663bp DNA fragment upstream the NCR3 translation start site (chromosome 6: 31592727~
31593389 according to the hg38 assembly) was cloned by “Sticky end PCR Cloning” method.
Briefly, two PCR were performed on human gDNA from NK92 cell line using Herculase II
Fusion enzyme (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA, cat# 600679): PCR1 with the for-
ward primer (CGCGTACCCAACCAAACACA) and the reverse primer (GAAGATGTCCCAGT
TGGCGA), and PCR2 with the forward primer (TACCCAACCAAACACACACA) and the reverse
primer (TCGAGAAGATGTCCCAGTTG). The PCR products from PCRI and PCR2 were mixed
and hybridized together to create a 663pb DNA fragment with Xhol and Mlul sticky end. This
fragment was cloned into the Mlul-Xhol sites of pGL3-Enhancer Vector (Promega, Madison,
WI, USA, cat# E1771,), which contained the firefly luciferase coding sequence. Initially, the
pGL3 construct obtained, presented the G allele of rs2736191. To obtain the pGL3 construct
containing the rs2736191-C allele, site-directed mutagenesis using the Q5 Site-Directed Muta-
genesis Kit (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA, cat#E05545) was performed with prim-
ers designed by NEBaseChanger tool provided by the supplier (forward: AGGGCTCCTGCAG
GCTTGTTC, reverse: CCTTGGCCCAGAAGCTARC, annealing temperature: 67°C). K562 trans-
fection was performed with Neon™ Transfection System (Invitrogen) following constructor
instructions. For each out of the 6 tests performed, 10° cells were co-transfected with 1 pg of
control vector (empty pGL3-Enhancer vector) or with 1pg of tested construction (pGL3-En-
hancer vector containing the rs2736191-G (p-G) or rs2736191-C (p-C) NCR3 promoter) and
200ng of pRL-SV40 (a plasmid encoding Renilla luciferase from Promega), which was used as
a transfection efficiency control. Transfected cells were maintained at 37°C in 5% CO2 during
24h. Firefly and Renilla luciferase values were obtained by analyzing 20yl of cell lysate accord-
ing to standard instructions provided in the Dual Luciferase Kit (Promega cat# E1910) in a
TriStar LB 941 Multimode Microplate Reader (Berthold technologies, Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, MA, USA). The firefly luciferase activity of each sample was normalized by
Renilla luciferase activity and adjusted by pGL3-enhancer mean activity.

Electrophoretic mobility shift assay

NK92 nuclear extracts were prepared with the NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction
Reagents (Thermo Fisher Scientific, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Oligonu-
cleotides were designed based on the genomic sequence surrounding rs2736191; the SNP posi-
tion is shown in bold: 5™-biotin- GGAGGGCTCCTGG/CAGGCTTGTTCTGG. All oligonucleotides
were ordered from Eurofins (Eurofins, Strasbourg, France). We performed gel mobility shift
assays with the LightShift Chemiluminescent EMSA Kit (Thermo Fisher Scientific) according
to the manufacturer’s protocol. For competition assays, 200 or 400-fold excess unlabelled dou-
ble-stranded variant oligonucleotides were incubated with the extracts (23°C, 30 min) before
probe addition. Bound complexes were separated on 6% polyacrylamide gels and blotted onto
membrane. The blot was processed with a streptavidin-horseradish peroxidase conjugate-
based detection method.
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In-silico identification of transcription factors candidates

An in silico prediction of transcription factor (TFs) candidates was performed using ReMap
[43] and ENCODE catalogs of ChIP-seq peaks in lymphocyte cells. To detect a co-localization
between these transcription factors binding sites and SNPs, we visualized the TFs ChIP-seq
peaks in the UCSC Genome browser [44]. Then, to select TFs candidates, for which the peak
of ChIP-seq co-localized with the SNP of interest we retained those with the maximum signal
represented in black in the UCSC genome browser for the ENCODE catalog [45]. In the case
of ReMap catalogs (2013 unpublished and [43]), we retained all the TFs, for which the peak of
ChIP-seq co-localized with the SNP.

DNA pulldown and Western blot assays

DNA pulldown assay was performed as described previously [46]. Briefly, complementary
TEG-biotinylated oligonucleotides encompassing the rs2736191-G/C binding site, GGAGGGC
TCCTGG/CAGGCTTGTTCTGG (the critical SNP is in bold), were annealed to form dsDNA.
TEG-biotinylated dsDNA (2 pug) was conjugated to 100 pl streptavidin-bound magnetic beads
(Thermo Fisher Scientific, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, Dynabeads, M280;
Dynal) in binding/washing buffer (10 mM Tris-HCI [pH 8], 1 mM EDTA, and 0.1 M NaCl)
for 30 min at room temperature. Conjugated DNA was collected with a magnetic particle con-
centrator. DNA-conjugated beads were then blocked with 0.5% BSA in TGEDN buffer (120
mM Tris-HCI [pH 8], 1 mM EDTA, 0.1 M NaCl, 1 mM DTT, 0.1% Triton X-100, and 10%
glycerol) at room temperature for 1 h. Beads were washed in TGEDN buffer and resuspended
in 50 pl TGEDN. Ten-microliter beads conjugated to 2 ug DNA were equilibrated with
TGEDN buffer and incubated with 500 pg NK92 nuclear extracts and 20 pg herring sperm
DNA (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) at 4°C overnight. Beads were washed in
TGEDN buffer, and bound materials were eluted in 20 pl of the same buffer supplemented
with 0.5% SDS and 1 M NaCl.

The eluted proteins were separated by 10% SDS-polyacrylamide gel and transferred electro-
phoretically to a PVDF membrane. The membrane was then blocked in a 5% nonfat dry milk/
Tris-buffered solution and incubated with primary antibody overnight. For STAT4, STAT5A,
STATS5B detection a 1:250 dilution of an anti-STAT4 rabbit polyclonal antibody (sc-489, Santa
Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Texas, USA), anti-STAT5A rabbit polyclonal antibody (sc-
1081, Santa Cruz Biotechnology Inc, Dallas, Texas, USA), or an anti-STAT5B mouse monoclo-
nal antibody (sc-1656, Santa Cruz Biotechnology Inc.) was used. For STAT3 and EGRI detec-
tion, a 1:500 dilution of an anti-STAT3 mouse monoclonal antibody (sc-8059, Santa Cruz
Biotechnology Inc.) or an anti-EGRI rabbit polyclonal antibody (sc-189, Santa Cruz Biotech-
nology Inc.) was used. And for RUNX3 detection a 1:1000 dilution of an anti-RUNX3 mouse
monoclonal antibody was used (ab40278, Abcam, Cambridge, UK). The unbound primary
antibody was removed by washing the membrane with 0.1% Tween/Tris-buffered solution,
followed by incubation with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody diluted at
1:10000 in 0.5% nonfat dry milk/Tween/Tris-buffered solution. Proteins were visualized using
ECL (GE Healthcare Life Science, Velizy-Villacoublay, France).

Results

Association of rs2736191 with mild malaria and the number of episodes

Three hundred and fifteen individuals were successfully genotyped. The observed genotype
frequencies conformed to the Hardy-Weinberg equilibrium (P = 0.5086). The allelic frequen-
cies for the rs2736191-G and rs2736191-C alleles were 0.73 and 0.27, respectively.
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Table 1. Clinical data of individuals for rs2736191 polymorphism.

Genotype Unaffected Affected Total
Individuals Individuals
GG 83 (61.1%) 85 (48%) 168 (53.3%)
GC 43 (31.2%) 78 (44%) 121 (38.4%)
CC 12 (8.7%) 14 (8%) 26 (8.3%)
Total 138 (100%) 177 (100%) 315 (100%)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187818.t001

To assess the association of rs2736191 polymorphism with mild malaria in the study popu-
lation, we performed a Chi-square test with 1df and a logistic regression analysis. We further
evaluated the odds ratios and their 95% confidence intervals. Among the 315 individuals geno-
typed, 176 presented at least one malaria attack during the study (Table 1). We found that car-
riers of the rs2736191-C allele had a significantly higher risk of mild malaria attack without age
as a covariate (P = 0.033), and with age as a covariate (P = 0,029) (Table 2). We further looked
at the age distribution in the study population. Fifty-three % of the individuals were under 5
years old (Table 3). Thus, we splitted the population into two groups (subjects under 5 years
and subjects over 5 years), and tested an interaction between Age and rs2736191. There was a
significant interaction (P = 0.001; OR = 2.80, 95% confidence interval 1.53-5.12), indicating
that subjects under 5 years and subjects over 5 years differed in the effect of rs2736191. Thus,
we conducted an analysis after stratifying individuals by age categories. For the over-5 sub-
population, there was a significant association between the rs2736191-C allele and mild
malaria attack with a better p-value (P = 0.008) (Table 2), whereas there was no longer an asso-
ciation for the under-5 sub-population.

Furthermore, we tested the correlation between rs2736191 genotype and the number of
mild malaria episodes (Tables 4, and 52 and $3 Tables) using Kruskal and Goodman’s gamma
test. We found that rs2736191-C allele was significantly associated with an increased number
of episodes (P = 0.036). In addition, we used the Poisson regression to assess the correlation
between rs2736191 genotype and the number of mild malaria episodes, after taking into
account age. The association was no longer significant (P = 0.087). We also performed an anal-
ysis after stratifying by age categories (<5 years and >5 years) and detected a significant asso-
ciation between the rs2736191-C carriage and an increased number of episode in the over-5
sub-population (P = 0.006), whereas there was no longer an association for the under-5 sub-
population (P = 0,69). We confirmed the association of rs2736191 with the number of mild
malaria episodes for the over-5 sub-population by using the Poisson regression when taking
into account age (P = 0.020).

Table 2. Association tests of rs2736191 with mild malaria.

Whole study population Individuals < 5° Individuals > 5°
P OR 95%ClI P OR 95%ClI P OR 95%CI
Univariate anlysis® 0.033 1.63 1.04-2.56 0.59 1.18 0.65-2.16 0.008 2.59 1.28-5.25
Multivariate analysis® 0.029 1.67 1.05-2.63 0.52 1.22 0.66-2.27 0.009 2.57 1.27-5.20

2 Children under 5 years of age
b Children over 5 years of age

¢ Assuming a dominant model (GG vs. GC+CC), p-values and Odd ratios were calculated according to logistic regression test for the affected/unaffected
phenotype without age as a covariate
9 Assuming a dominant model (GG vs. GC+CC), p-values and Odd ratios were calculated according to logistic regression test for the affected/unaffected
phenotype; the logistic model included age as a covariate

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187818.t002
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Table 3. Repartition of rs2736191 polymorphism in the study population according to age.

Genotype Study population
Age<5 Age >5 Total
GG 89 (52.7%) 79 (54.1%) 168 (53.3%)
GC 63 (37.3%) 58 (39.7%) 121 (38.41%)
cC 17 (10%) 9 (6.2%) 26 (8.3%)
Total 169 (100%) 146 (100%) 315 (100%)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187818.t003

rs2736191 affects NCR3 expression

To examine whether the rs2736191 G>C affects NCR3 promoter activity; we performed six
gene reporter assays in K-562 cells. As shown in Fig 1, the transcriptional activity driven by the
p-C construct containing the rs2736191-C allele decreased nearby 37% compared with that
driven by the p-G construct containing the rs2736191-G allele (P = 0.00762).

Effect of rs2736191 polymorphism on transcription factors binding to the
promoter

The cis-regulatory effect of rs2736191 polymorphism on transcription factors binding was
tested through an EMSA. Two major DNA-protein complexes were revealed, as shown in Fig
2. To assess if these 2 complexes bind specifically and preferentially one of the two variants, we
performed competition assay with an increasing amount of non-labelled probes containing
either the C or the G allele. Both complexes appeared to have a stronger affinity for the G allele
as only the rs2736191-G unlabelled probe abolished very efficiently the binding of these com-
plexes compared to the rs2736191-C unlabelled probe (Fig 2).

STAT4 and RUNX3 bindings are altered by rs2736191 polymorphism

An in silico prediction of transcription factor candidates using ReMap and Encode catalogs
of ChIP-seq peaks in lymphocyte cells was performed and visualized in the UCSC Genome
browser. We explore the co-localization of ChIP-seq peaks with rs2736191 and the SNPs in
strong linkage disequilibrium with it. The SNP exhibiting the strongest linkage disequilib-
rium with rs2736191 was rs2256974 (r* = 0.699). Rs2256974 is located in a non-conserved
region with neither DNAsel footprinting nor H3K27Ac mark co-localization and without
evidence of transcription factors binding site, in contrast to rs2736191 polymorphism.
Indeed, 152736191 was co-localized with STATSs family members (ReMap catalog) and SP1,
RUNX3, EGRI, EBF1 (ENCODE catalog) transcription factors. As SP1 and EBF1 signals
were quite low, we selected STATSs family members, RUNX3 and EGR1 for further in vitro
analysis.

Table 4. Proportion of mild malaria episodes according to rs2736191 polymorphism.

Genotype Number of mild malaria episodes Total
0 1 2 3 4 5

GG 83 (60.1%) 54 (49.6%) 16 (43.2%) 6(37.5%) 7 (53.8%) 2 (100%) 168 (53.3%)

GC 43 (31.2%) 47 (43.1%) 21 (56.8%) 6(37.5%) 4(30.8%) 0(0%) 121 (38.4%)

cC 12 (8.7%) 8 (7.3%) 0 (0%) 4(25%) 2(15.4%) 0(0%) 26 (8.3%)

Total 138 (100%) 109 (100%) 37 (100%) 16 (100%) 13 (100%) 2 (100%) 315 (100%)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187818.t004
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Fig 1. rs2736191 polymorphism affects NCR3 expression. Luciferase reporter gene assays with
constructs containing the rs2736191-G (p-G) or rs2736191-C (p-C) NCR3promoter in K-562 cell line. All
constructs were co-transfected with pRL-SV40 to standardize transfection efficiency and luciferase activity for
each sample was adjusted by the empty pGL3-Enhancer. Fold increase was measured by defining the activity
of p-G vector as 1. Data shown are the means * SE from 2 independent transfection experiments, each
performed in triplicate. The rs2736191-G-containing NCR3 promoter drove significantly higher reporter gene
expression (~37%) than the rs2736191C-containing NCR3 promoter (P < 0.05, as shown in the Figure).
Statistical analysis was performed using two-tailed Student’s t-test after controlling the normality of the data
and the equality of their variance.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187818.g001

Thus, we pulled-down NK92 nuclear proteins that bound a 26 bp double-stranded biotiny-
lated probe containing either the rs2736191-C or rs2736191-G variant using streptavidin-mag-
netic beads. We further analyzed the bound proteins by performing a western-blot with
antibodies directed against STATs, RUNX3 and EGR1.

We did not observe a binding of STAT3, STAT5A, STAT5B and EGR1 transcription factors
to the sequence containing the rs2736191 polymorphism (data not shown). In contrast, we evi-
denced that RUNX3 and STAT4 bound the sequence containing the rs2736191 polymorphism,
and that the binding to the one presenting the G allele was stronger when compared to the one
presenting the C allele (Fig 3).

NCR3-412G probe + + + + + +
NK92 Nuclear Extract - + + + + +
NCR3-412G Competitor - - ++ +++ - -
NCR3-412C Competitor - - - - ++ e+t

Fig 2. Effect of rs2736191 polymorphism on transcription factors binding. EMSA with biotin-labelled
probes containing the G allele of rs2736191 and incubated with NK92 nuclear extracts. Competition was
performed with 200x (lane 3 and 5) or 400x (lane 4 and 6) excess of double-stranded DNA containing either
the G or the C variants. Two arrows indicate two specific nuclear proteins that interact with rs2736191-G
probe. The G variant was more effective in competing these two nuclear proteins compared to the C variant.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187818.g002
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Fig 3. Differential binding of transcription factor candidates to rs2736191 polymorphism. DNA pull-
down assay was performed with nuclear extracts prepared from NK92 cells and complementary biotinylated
oligonucleotides encompassing the rs2736191-G/C binding sites. After the incubation, the nuclear protein
bound were isolated using magnetic beads coupled with streptavidin and subjected to 12% SDS-PAGE and
Western blotting for the transcription factors STAT4 and RUNX3. The strongest intensity obtained with the G
probe, for both STAT4 and RUNX3, suggests a preferential binding of these transcription factors in presence
of this allele compared to the rs2736191-C allele.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187818.9003

Discussion

We have previously evidenced a genome-wide significant linkage of mild malaria with chro-
mosome 6p21, which contains NCR3 encoding for the Nkp30 receptor [7], and detected a
genetic association between rs2736191 polymorphism (located in NCR3 promoter region) and
mild malaria in the same Burkinabe population [10]. The location of the SNP within the pro-
moter suggested that this SNP is a cis-regulatory variant controlling NCR3 expression. In this
study, we thus evaluated the association between rs2736191 and mild malaria in a Congolese
cohort and assessed its cis-regulatory effect.

We found that 1s2736191-C carriers had a significant increased number of mild malaria
episodes compared to the non-carriers. In the case of the affected vs. unaffected phenotype,
the multivariate logistic regression analysis revealed that, as well as the study in Burkina Faso
[10], rs2736191 polymorphism was significantly associated with the uncomplicated form of
malaria. It should be stressed, nevertheless, that the present study in Congo was based on a
passive follow up, whereas the study in Burkina Faso was based on an active follow-up; also,
the passive follow-up can be considered a limit of the present study. In spite of this limit, the
odds ratio obtained for the over-5 population was very close to the odd-ratio obtained in the
Burkinabe population (OR = 2.59 and OR = 2.93, respectively), which was mainly composed
of children over-5 years of age.

Luciferase assays performed in K-562 cells expressing NCR3 mRNA [47] further supported a
functional role of this SNP. Indeed, we observed that the p-G construct presenting rs2736191-G
allele had a 37% increased promoter activity compared to the p-C construct presenting rs2736191-
C allele. Furthermore, gel shift experiments, performed with NK92 nuclear protein extracts, showed
an increased binding affinity of the rs2736191-G allele to two nuclear protein complexes compared
to the rs2736191-C allele.

On the basis of bioinformatic analyses, we identified several transcription factor candidates
corresponding to these complexes. Furthermore, pull-down western-blot experiment confirmed
that both STAT4 and RUNX3 bound the region encompassing rs2736191 with a higher affinity
for the G allele. STAT4 is essential for IL-12 mediated cytotoxicity and IFNy production in
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mouse and human NK cells [48] and a direct binding to perforin promoter has already been
reported in human NK cells [49]. Concerning RUNX3 transcription factor, it is highly expressed
in natural killer cells [50] but few is known about its function in these cells. Nevertheless, Leva-
non ef al. have shown that, in mice, RUNX3 cooperation with ETS and T-box transcription fac-
tors regulates the interleukin-15-mediated transcription program during activation of Natural
Killer cells [51]. Most of the time, the three NCR1, NCR2, and NCR3 were shown to be co-
expressed, suggesting a co-regulation of the three NCRs, whereas a reduced expression of the
three NCRs has been associated with impaired NK cytolytic function [52,53]. Moreover, RUNX3
has been shown to also regulate NCR1 expression [54] and ETS-1 transcription factor was also
shown to bind to a specific and common region in the NCRs promoters [55]. Our results further
support that RUNX3 can be one of these key regulatory factors that sustain the coordinated reg-
ulation of three NCRs.

The role of NK cells in malaria has been extensively investigated evoking either their cyto-
kine production function [27,56,57] or their cytotoxic response to infected red blood cells [28-
33]. According to Mavoungou et al. [30,33], the mechanism underlying NK cells cytotoxicity in
Plasmodium falciparum malaria, is the recognition of the DBL1c: domain of the parasitic anti-
gen PIEMP1 by the NKp30 activating receptor, resulting in parasitized red blood cells lysis. All
together these results support the biological model involving NKp30 receptor in the cytotoxic
response to parasitized RBC. However, NK cell receptors and infected RBC ligands leading to
this cytotoxic response remains controversial. Indeed, PFEMP1 that is known to bind several
other molecules such as ICAM-1, complement receptor 1 (CR1), heparan sulfate (HS), chon-
droitin sulfate A (CSA) and CD36 [58], have failed to activate NK cell cytotoxicity in other stud-
ies [26,59]. Nevertheless, in the first study the authors tested the interaction between PfEMP1
and CSA, while in the second study, authors have looked for NK cytotoxicity markers after 6
hours of co-culture with either infected red blood cells (iRBC) expressing PfEMP1 or iRBC not
expressing PAEMP1 arguing that the ligand density of native PEEMP1 on the surface of iRBC is
not enough to activate NK cells cytotoxicity compared to in vitro high concentration of peptidic
DBL- 1o as proposed by Mavoungou et al. [33]. Though, because of its binding abilities with var-
ious receptors, its diversity and its variable density on iRBC [60,61], involvement of PIEMP1
and its interactors on NK cells surface merits further investigation.

Besides, other ligands and receptors have been proposed to be involved in the cytotoxic
response of NK cells, among them, Hsp70, which is a “self” stress ligand [62] or LFA-1, which
is a molecule essential for stable contact with target cells [29,63]. As triggering of at least two
activating receptors is essential for efficient NK cells cytotoxicity and cytokine release [64], a
synergistic effect also suggested by Mavoungou ef al. [33] in a malarial context, these results do
not seems contradictory. However, this synergistic activation requires further investigation.

In conclusion, we replicated and extended the association of rs2736191 with mild malaria
in an independent population living in Central Africa. Moreover, we evidenced its effect on
the promoter activity and on the binding of nuclear proteins, including transcription factors,
such as STAT4 and RUNX3. These results support the hypothesis that rs2736191 alters the
activation of NK cells, and thus influences human malaria resistance.
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Résultat 3 : Analyse d’association du variant NCR3 -412 avec les
acces palustres graves dans une cohorte sénégalaise

Nous avons mis en évidence précédemment que le polymorphisme NCR3-412 est

non seulement associé aux acces palustres simples dans deux populations
indépendantes mais qu’il a également une fonction cis-régulatrice controlant
I’expression du récepteur NKp30 a la surface des cellules Natural Killer ce qui
peut modifier la réponse immunitaire de ces cellules soit par une sur- / sous-
production de cytokines pro-inflammatoires, soit par une activation plus ou

moins efficace de la cytotoxicité.

Au vu des précédentes associations, du réle cis-régulateur de NCR3-412 et de
I'importance de la réponse immunitaire médiée par les cellules NK face a
I'infection palustre, nous nous sommes interrogés sur le role potentiel de ce
polymorphisme dans les formes sévéres du paludisme. Ainsi une étude cas-
controle a été conduite dans une cohorte sénégalaise composée de 189 individus,
dont 113 patients atteints de paludisme grave (86 cas de neuropaludisme et 27
cas graves non cérébral) et 76 patients atteints de paludisme simple, dans
laquelle l’association du polymorphisme avec les différents phénotypes
compliqués a été évalué, de méme que l’association de différents parametres
cliniques. De plus, nous nous sommes intéressés a 1’expression de NKp30 a la
surface de NK d’individus sénégalais sains afin d’évaluer [I’expression

constitutive de ce récepteur dans la population sénégalaise.

Malheureusement, nous n’avons détecté aucune différence significative de la
fréquence allélique de NCR3-412 entre les individus atteints de formes simples
et les individus atteints de formes compliqués (neuropaludisme, forme grave non
cérébrale ou toutes formes graves confondues). Sur la base d'un effet
correspondant a celui des études sur le paludisme simple au Burkina Faso et au
Congo, les études de puissance ont révélé une puissance d'environ 85 %. Cela
suggere que soit l'ampleur de l'effet est significativement plus faible pour le
paludisme grave, soit qu'il n'y a pas d'association entre le SNP et le paludisme

grave.

On peut s’interroger sur le manque de puissance dans le cas du paludisme
sévere, d’autant plus que les résultats de cytométrie de flux montrent une

expression constitutive de NKp30 a la surface des cellules NK élevée chez les
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individus sains en comparaison aux populations caucasiennes. Dan ce cas, une
augmentation de la taille de l'échantillon devrait permettre de détecter une
association. On peut également émettre 1’hypothese d’une épistasie entre ce

gene et d’autres génes codant pour d'autres récepteurs cellulaires NK.

Néanmoins, nous avons confirmé une corrélation entre certains parametres
clinique et le paludisme sévere. Ainsi, nous avons détecté une réduction
significative du nombre de plaquettes chez les patients atteints de paludisme
sévere (cérébral ou non) ainsi qu’une augmentation significative du nombre de
leucocytes chez les patients atteints neuropaludisme par rapport a ceux atteints

de paludisme non compliqué.
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Summary

Background.

Host factors, including host genetic variation, have been shown to influence the outcome of
Plasmodium falciparum infection. Genome-wide linkage studies have mapped mild malaria resistance
genes on chromosome 6p21, whereas NCR3 lying within this region was found to be associated with
mild malaria.

Methods

Blood samples were taken from 188 Plasmodium falciparum malaria patients (76 mild malaria patients,
85 cerebral malaria patients, 27 severe non-cerebral malaria patients). NCR3-412 polymorphism
(rs2736191) was analysed by sequencing, and haematological parameters were measured. Finally, their
association with clinical phenotypes was assessed.

Results

We set up a new study population to investigate the role of host factors in severe malaria in Senegal.
Here we report an association of thrombocytopenia with both cerebral malaria and severe non-cerebral
malaria on the one hand, and an association of high leukocyte count with cerebral malaria. Moreover,
we considered NCR3 as a candidate gene for severe malaria, and investigate its potential involvement
in severe pathogenesis. There was an association of NCR3 genotype with neither cerebral malaria nor
severe non-cerebral malaria.

Conclusions

This suggests that NCR3 genetic variation has no effect or a small effect on the occurrence of severe
malaria, although it has been strongly associated with mild malaria. We discuss the biological meaning
of these results. Besides, our results confirmed the association of thrombocytopenia and high leukocyte

count with severe malaria phenotypes.

Keywords: NCR3; Plasmodium falciparum; mild malaria; severe malaria; population-based study,

genetic association
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Background

Plasmodium falciparum malaria remains a major problem of public health worldwide, with 212 million
malaria cases occurred in 2015 [1]. The most severe forms of malaria caused by P. falciparum are
cerebral malaria, severe anaemia, and respiratory distress [2]. According to the WHO report, the major
complications account for 429,000 deaths annually, essentially in children, pregnant woman and
immuno-suppressed individuals. It should be noticed, however, that approximately 2% of clinical

attacks are severe [3], and that most of malarial infection cases are asymptomatic.

Host genetic factors have been shown to influence the outcome of infection [4, 5]. Genome scans have
identified several human loci linked or associated with parasitaemia, mild malaria [6-8], or severe
malaria [9-12]. Genome scans that have been performed in mice have also identified some loci, and
some correspond to those genetically linked to parasitemia (Char 3 and Char 8) or cerebral malaria
(Cmsc) in humans [4]. In addition, many candidate gene studies provided evidence of an association
between human genetic variants and those phenotypes [4, 5, 13, 14]. Some genes have been found to be
associated with both mild and severe forms of clinical malaria; these include HBB, TNF and NOS2A.
Interestingly, TNF is located within chromosome 6p21.3 linked to parasitemia and mild malaria in
humans, and the corresponding chromosomal region in mice is genetically linked to mild malaria and

cerebral malaria [15-17].

NCR3 that is also located within chromosome 6p21.3 has been shown to be associated with mild
malaria in Burkina Faso [18] and in Congo [19]. Both population-based and family-based studies
showed that NCR3-412C carriers had more frequent mild malaria attacks than NCR3-412GG
individuals. In addition, Baaklini et al. showed that NCR3-412 (rs2736191) alters both the binding of
transcription factors to the genomic sequence and the promoter activity. Besides, Mavoungou et al.
reported that NKp30 encoded by NCR3 is involved in the recognition of Plasmodium falciparum-

infected red blood cells by natural killer (NK) cells [20]. Also, we hypothesize that NCR3-412 alters
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the expression of NKp30 at the NK cell surface and the response of NK cells to infected red blood

cells.

Here we considered NCR3 as a candidate gene for severe malaria. We genotyped NCR3-412
(rs2736191) in DNA samples from patients with either mild malaria or severe malaria to assess its

association with severe malaria phenotypes.

Methods

Patients and phenotypes

The study was performed between 2012 and 2015 in two Senegalese sites: at the Principal Hospital of
Dakar and in the regional hospital of Tambacounda. Two categories of patients with clinical malaria
namely, Severe Malaria (SM) and mild malaria (MM) patients were enrolled. For all patients, the
presence of P. falciparum parasitemia was determined by microscopic examination of thin and thick
smears, prior anti-malarial treatment. Clinical histories, data and basic demographic information, ethnic
group, study questionnaires were recorded at baseline for each subject. At the day of admission,
biological data including parasite density, haematology and biochemistry characteristics were
determined by hospitals’ medical laboratories and recorded. Briefly, thick and thin blood films were
stained with 10% Giemsa solution for 15 minutes to measure parasitaemia. Parasite determination and
measurement were established by two independent readings. The parasitaemia was defined as the
number of parasitized erythrocytes observed per pl of blood. P. falciparum was the only Plasmodium
species detected. Samples were taken at the admission before any treatment. An informed consent was
obtained from each participant and/or their relatives prior to inclusion, after giving them written or
verbal information in their native language. The protocols were approved by the investigator’s
institutions, the National Ethical Committee and the Ministry of Health of Senegal.

Two groups of SM patients were defined according to the neurological dysfunction, namely cerebral

malaria cases (CM) and non CM (NCM) cases. CM cases were defined on the basis of a deep coma, an
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unpurposeful response or no response to a painful stimulus by Glasgow score < 9, a microscopically
diagnosed P. falciparum infection, without other clinically cause of impaired consciousness, such as
hypoglycemia, meningitis, and encephalitis according to WHO criteria [21]. NCM cases were defined
as severe malaria (SM) without neurological symptoms such as impaired consciousness, convulsions
and long-term neurological deficits. NCM patients presented isolated symptoms of SM such as severe
anaemia, hypoglycaemia, respiratory distress, or hypoxia. The NCM group consisted of 27 patients,
whereas the CM group consisted of 85 patients. All these patients were managed by the same medical
staff. The treatment protocol was based on the Senegalese national recommendations, which are
intramuscular quinine 20mg/kg followed by 20mg/kg every 8 h. Patients were examined every 4 h for
the first 24 h and every 6 h thereafter.

Regarding MM, a total of 76 patients who were treated at the outpatient clinic of the hospital were
initially enrolled. Of these, 76 patients had fever with P. falciparum parasitaemia of <25000
parasites/uL. of blood, with no evidence of impaired consciousness or seizures at the time of enrolment.

Blood samples from MM patients were obtained on the day of hospital admission.

DNA extraction, genome amplification, and genotyping

Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the manufacturer’s instructions [22]. The total
DNA samples were then amplified by IllustraGenomiPhi V2 DNA Amplification kit (GE Healthcare
Life Sciences, France, Europe) using the following protocol: 1 pl contains approximately 10 ng of
genomic DNA was mixed with 9 pl of Sample Buffer. The mixture was heated to 95°C for 3 minutes to
denature genomic DNA and then cooled down to 4°C or incubated on ice. For DNA amplification, a
master mix solution includes 9 pl of Reaction Buffer and 1 pl of Phi29 DNA polymerase enzyme mix
was added directly in the sample. Sample were then incubated at 30°C for 1.5 hours and heated to 65°C
for 10 minutes to inactivate the enzyme. The amplification product was diluted up to 1ml in total

volume by pure water to reach DNA concentration of about 4-7 ng/ul and was stored at -20°C until use.
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The primer pair to amplify DNA fragments containing NCR3-412 (rs2736191) was designed as
described [19]; PCR amplification of DNA fragments was performed with forward (5’-
GATGGGTCTGGGTACTGGTG-3’) and reverse (5’-GGGATCTGAGCAGTGAGGTC-3’) primers.
For Hemoglobin S (rs334) and hemoglobin C (rs33930165), the forward primer was 5'-
CTGAGGGTTTGAAGTCCAAC-3, and the reverse one was 5-CAGCATCAGGAGTGGACAG-3.
The PCR products were checked by 1.5% agarose gel electrophoresis to verify the product size and
purified with the PCR DNA Purification Kit (QIAGEN). The purified PCR products were sent to the

GATC company for sequencing using the Sanger method (GATC biotech, Germany).

Statistical analyses

Hardy-Weinberg equilibrium was tested and allelic frequencies were calculated, as described [23].
Other statistical tests were performed by using R or the SPSS software (SPSS, Boulogne, France). To
assess the association of quantitative biological phenotypes and clinical phenotypes, we used the
Kruskal-Wallis test and the Mann-whitney test. To estimate the association of rs2736191 polymorphism
with the binary malaria phenotype, we conducted a chi-square test and a logistic regression analysis,
and we evaluated the odds ratios (OR) and their 95% confidence intervals (Cls). All the tests were two-

sided. G*power software was used to compute statistical power for the genetic association study.

Results

Association between biological parameters and severe malaria

Table 1 shows the characteristics of the patients. There was no effect of gender (Chi-square=2.4, df=2,
P=0.3). CM patients had a higher risk of dying compared to NCM (P=0.04) or MM patients (P=2.0 10
%) by using a Fisher exact test. Moreover, there were significant differences between CM, NCM, and
MM patients on the basis of the Kruskal-Wallis test for age (P=0.009), erythrocyte count (P=0.019),
haematocrit (P=3.3 10°), haemoglobin concentration (P=2.4 10°), leucocyte count (P=0.006), and

platelet count (P=7.9 10%).
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NCM patients were younger than CM and MM patients (P<0.006) by using the Mann-Whitney method,
whereas there was no difference between CM and MM for age. Erythrocyte count (P=0.01),
haematocrit (P=4.9 10°), and haemoglobin concentration (P=1.4 10°°) of NCM patients were lower than
those of MM patients. NCM patients showed a lower haematocrit (P=1.1 10®) and a lower
haemoglobin concentration (P=3.4 10”°) compared to CM patients. Moreover, we detected a reduction
of platelet count (P=0.0003) and an increase of leucocyte count (P=0.0015) in CM patients compared to
the ones of MM patients, as shown in Figure 1; there was no significant difference between CM and
NCM for leucocyte count (P=0.14) and for platelet count (P=0.64). Furthermore, we evidenced a
reduction of platelet count in NCM patients compared to the ones of MM patients (P=0.018), whereas

there was no difference for the leucocyte count (P=0.44).

Influence of ethnic groups and genetic factors on severe malaria

Table 1 shows the distribution of the ethnic groups according to the clinical phenotypes. Peul and
Wolof groups were the most frequent ethnic groups. Peul and Wolof groups differed in their clinical
phenotype distribution (Chi-square=6.4, df=2, P=0.04), whereas there was a trend when comparing
Peul to all other ethnic groups (Chi-square=5.6, df=2, P=0.06). There was a trend in favour of a better
protection from CM (OR=0.576, 95% confidence interval 0.296-1.12) and severe malaria (OR= 0.756,
95% confidence interval 0.413-1.387), although not significant (P>0.05). Haemoglobin S and
haemoglobin C carriers were rare in CM, NCM, and MM patients, as shown in Table 1. There was no
significant association between haemoglobin genotypes and clinical phenotypes.

Table 2 shows the distribution of NCR3 genotype by clinical status. There were 123 GG, 52 GC, and 8
CC individuals. NCR3-412 was in Hardy-Weinberg equilibrium (P=0.35). NCR3-412G allele frequency
was 0.84, whereas NCR3-412C allele frequency was 0.16. We clustered GC and CC individuals for
further analyses.

We tested the association of the NCR3-412C allele carriage with severe malaria by using the Chi-square

test. To this aim, we compared the distribution of MM patient genotypes with the one of severe malaria
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patient genotypes. There was no association with CM (P=0.31), NCM (P=0.13), or severe malaria after
grouping CM and NCM patients (P=0.36). In addition, we assessed the power of our analyses on the
basis of the sample size used, an a-risk of 5%, and an effect size equal to the one detected by Delahaye
et al. for the association of the NCR3-412C allele carriage with mild malaria [18]. We obtained a power
higher than 85%.

We applied the logistic regression method when taking into account age and gender, which may
influence malaria phenotypes. There was no association with CM (P=0.65), NCM (P=0.91), or severe
malaria (P=0.66). The odds of CM, NCM, and severe malaria between NCR3-412GG and NCR3-
412GG/GC were 1.139 (95% confidence interval 0.652-1.992), 0.947 (95% confidence interval 0.356-
2.519), and 1.128 (95% confidence interval 0.655-1.942), respectively. Similar results were obtained
after adding haemoglobin genotypes and ethnic groups as covariates. Besides, we obtained a power of

99.9% based on the sample used, an a-risk of 5%, and an Odd ratio of 2.93 for CM.

Discussion

A few genes have been associated with both mild malaria and severe malaria. We investigated a NCR3
genetic variant, which was linked and associated with mild malaria in Burkina Faso [18]. We set up a
new study population in Senegal, registered biological parameters and ethnic groups, and genotyped
DNA samples from patients with either mild or severe malaria for NCR3-412, haemoglobin C and
haemoglobin S.

Reduced red blood cell count, haematocrit, and haemoglobin concentration were associated with
noncerebral malaria, indicating a marked anaemia in those patients compared to mild malaria and
cerebral malaria. Thrompocytopenia was associated with both cerebral malaria and severe non-cerebral
malaria, as previously reported [24-26]. Thrompocytopenia is thought to be due to platelet
sequestration and platelet consumption [27, 28]. In the same way, platelet adhesion to brain endothelial

cells has been associated to cerebral malaria [29]. Furthermore, it has been shown to promote adhesion
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of infected red blood cells to TNF-stimulated endothelium [30], and to alter gene expression in vitro in
human brain microvascular endothelial cells [31], thus contributing to brain endothelial alterations.
Moreover, an increase of leukocyte count was associated with CM, whereas MM patients and NCM
patients did not differ in their leukocyte count. In the same way, leukocyte counts were reported to be
higher in severe malaria patients compared to the ones in mild malaria patients [32-35], and in malaria
patients with high parasitaemia compared to the ones in individuals with low parasitaemia [36, 37]. The
increase of leucocyte number is consistent with a strong host inflammatory response associated with
severe malaria. Nevertheless, it is likely due to polymorphonuclear leukocyte increase. T, B, and NK
lymphocyte counts have been found to be reduced in severe malaria patients [38], whereas the
percentage of activated T CD4+, NK, and y6T lymphocytes were higher in cerebral malaria patients
compared to mild malaria patients [38]. This is consistent with the role of T cell dependent
immunopathology in the pathogenesis of cerebral malaria. This also suggests a role of NK and y8T
lymphocytes in malaria immunopathology. In the same way, NK and y8T lymphocytes produce IFNy
and TNF in malaria patients [39-41], while polymorphisms within the natural killer cell complex
modulate mouse cerebral malaria [42]. In humans, the effect of NK polymorphisms on severe malaria
has been poorly investigated, and yielded conflicting results [43, 44].

Since Peul ethnic group who has a particular genetic background has a lower risk of mild malaria
attacks, a lower parasitaemia, and a higher anti-plasmodial antibody response compared to other
sympatric ethnic groups [45-47], we hypothesized that Peul ethnic group may also show a better
protection from severe malaria. Although we detected a trend in favour of this hypothesis, the
association was not significant at the 5% level. This result urged, nevertheless, new studies with a
bigger sample size to increase statistical power.

Since, haemoglobin S and haemoglobin C are well known to protect against severe malaria [10, 12,
48], we searched for haemoglobin S and haemoglobin C in our study population. Although we detected
both mutations, the frequency of haemoglobin S and haemoglobin C was very low, and we could not
provide evidence for a protective effect from severe malaria.
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We further assessed the association of NCR3-412 with severe malaria. Mild malaria patients and severe
malaria patients did not differ in their NCR3-412 allelic frequency. Power studies revealed a power of
approximately 85% based on an effect size corresponding to the one found in the mild malaria studies
[18]. This indicates that the effect size is significantly lower for severe malaria or that there is no
association between the SNP and severe malaria. In the former case, increasing the sample size should
allow to detect such association with a small effect size; alternatively, integrating the polymorphisms of
other NK cell receptors should increase the power for detecting a putative association of NK receptors
with severe malaria. In the later case, the NCR3 expression may not influence the occurrence of severe
malaria. It should be stressed that very few genes have been associated both with mild and severe
malaria.

If we assume that there is no association between NCR3-412 and severe malaria, we should keep in
mind that there is an association between NCR3-412 and mild malaria [18, 19]. It means that there is no
allele frequency difference between mild malaria patients and severe malaria patients, on the one hand,
and that there is an allele frequency difference between mild malaria patients and individuals with an
asymptomatic infection, on the other hand. Also, NCR3-412 polymorphism may partly explain why
individuals with asymptomatic malaria have mild malaria attacks, but unlikely explains why some

patients with mild malaria develop severe forms of the disease (Figure 2).

To summarize, we set up a new epidemiological study, which allowed us to confirm the association of
cerebral malaria with thrombocytopenia and leukocyte count. Besides, we did not detect an association
of severe malaria with NCR3 genetic variation. This suggests that genetic variation at this locus does
not influence the molecular mechanisms involved in the most severe forms of the disease, although it

influences the risk of developing mild malaria attacks.

Abbreviations

CI: confidence interval
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CM: cerebral malaria
NCM: non-cerebral malaria
MM: mild malaria

NK: natural killer

OR: Odds ratio
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Figure legends

Figure 1. Haematological characteristics of mild malaria (MM), cerebral malaria (CM), and non-
cerebral malaria (NCM) patients. (A) Platelet count (x103/pL). (B) Leucocyte count (x103/pL).
Median, 25th and 75th percentile are shown for each group. Significant differences between MM and
CM , and between MM and NCM are shown. P values have been calculated by using Mann-Whitney

test (*** P<0.001; ** P<0.01; * P<0.05).

Figure 2. NCR3 and severity of the disease. NCR3-412C allele that increased the risk of mild malaria
was shown to decrease both the binding of transcription factors to the promoter and NCR3 expression.
Here we report that there was no difference between NCR3-412 allele frequency between mild malaria
patients and severe malaria patients. Therefore, NCR3-412 polymorphism unlikely explains why some

patients with mild malaria develop severe forms of the disease.
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Table 1: Characteristics of patients

Cerebral malaria

Non cerebral malaria

Mild malaria

(N = 85) (N = 27) (N = 76)
Gender
Female 28 10 34
Male 57 17 42
Survival
Dead 19 1 0
Alive 66 26 76
Ethnic group®
Bambara 8 3 5
Diola 5 3 2
Peulh 22 14 30
Serrere 8 0 9
Soninke 3 1 8
Wolof 28 4 20
Others 11 2 2
Age®
Median 22 8 27
(25" and 75" percentile) (12-41) (3-33) (13-41)
Haematological data”
- Red blood cells (x10%/uL)
Median 3.8 2.8 4.0
(25" and 75™ percentile) (3.0-4.3) (2.4-4.1) (3.5-4.6)
- Haematocrit (%)
Median 30.6 20.0 35.0
(25™ and 75™ percentile) (25.8-34.4) (16.9 -27.5) (29.7 - 38.7)
- Haemoglobin (g/dL)
Median 10.4 7.1 11.1
(25™ and 75™ percentile) (8.4-11.9) (5.3-9.4) (9.8-12.5)
- Leucocytes (x10°/uL)
Median 11.0 7.9 7.9
(25™ and 75™ percentile) (6.5-14.0) (5.4-12.9) (5.0-10.6)
- Platelets (x10°/uL)
Median 87.5 100.5 183.0
(25" and 75™ percentile) (40.0-168.3) (58.5-165.0) (83.0-237.8)
HBB genetic variation®
- Hb S carrier, n (%) 3(3.6) 1(3.7) 5(6.7)
- Hb C carrier, n (%) 0 (0.0) 2(7.4) 1(1.3)

“Ethnic groups are shown. Other ethnic groups that are Bassari, Cap-vert, Mandinge, and Soce groups were rare
(n<5). The ethnic group was unknown for two individuals.
®Median and (25" and 75" percentile) are shown
“Two individuals have not been genotyped
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Table 2: Clinical status of patients for NCR3-412 polymorphism

Genotype Cerebral malaria Non cerebral Mild malaria Total
malaria

CC 5 0 3 8

GC 19 9 24 52

GG 58 18 47 123

Total 82° 27 74 183

*Three CM and 2 MM individuals have not been genotyped
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A. ANALYSE D’ASSOCIATION ET CARACTERISATION FONCTIONNELLE DE
VARIANTS DU TNF AVEC LA PARASITEMIE MAXIMALE SYMPTOMATIQUE ET
LES ACCES PALUSTRES SIMPLES DANS UNE POPULATION DU CONGO

Plusieurs études de liaison région-candidate et pangénomique dans différentes
populations africaines ont mis en évidence une liaison significative du locus
6p21-p23 avec les acces palustres simples (Brisebarre et al.,, 2014; Laurence
Flori et al., 2003; A. Jepson et al., 1997) ainsi qu’avec la parasitémie maximale
(Laurence Flori et al., 2003), suggérant un role majeur des genes présents dans

ce locus dans le controle de la résistance aux formes simples de la maladie.

Parmi les différents genes situés sous ce pic de liaison, on retrouve le TNF-a,
dont le double réle dans la défense de 1'hote et dans la pathogenese du
paludisme simple et compliqué a suscité un grand intérét pour les études

génétiques.

La majorité des analyses d’association génétique portant sur ce gene ont
démontré des associations entre des polymorphismes situés au niveau de son
promoteur (TNF-238, TNF-308 et TNF-376) et les formes séveres du paludisme
(Aidoo et al., 2001; Clark et al., 2009; Gichohi-Wainaina et al., 2015; J. C. Knight
et al., 1999; McGuire et al., 1994; Wattavidanage et al., 1999), corroborant ainsi
les observations cliniques qui témoignent du role du TNF-a dans l'infection
palustre sévere. Quelques études ont aussi montré qu’il existe une association
entre des polymorphismes du promoteur du TNF avec les formes non
compliquées tels que la parasitémie maximale (TNF1304 et TNF-238) et les
acces fébriles (TNF1304 et TNF-308) (L. Flori et al., 2005).

La République démocratique du Congo a enregistré dix-neuf millions de cas de
paludisme dont quarante-deux mille déces en 2015 (WHO, 2016a). Peu de
données génétiques en lien avec les maladies infectieuses sont disponibles dans
la population congolaise (Koukouikila-Koussounda & Ntoumi, 2016) et aucune
étude a ce jour n’a été menée pour étudier le role du TNF dans l'infection
palustre dans cette population. Nous nous sommes donc intéressés a

I’association des variants précédemment trouvés dans la population burkinabé
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(TNF-308, TNF-244, TNF-238 et TNF1304) avec les phénotypes de parasitémie

maximale et d’acces palustre simple dans la population du Congo.

1. LES POLYMORPHISMES DU TNF SONT-ILS RETROUVES ASSOCIES
DANS LA POPULATION DU CONGO ?

Parmi les 4 polymorphismes analysés, nous avons a trouvé une association
nominale entre les variants TNF-308, TNF-244, TNF-238 et la parasitémie
maximale symptomatique et entre le TNF-244 et le nombre d’acces palustres.
Mais apres correction des tests multiples seul le TNF-244 reste associé a la
parasitémie. A notre connaissance, c’est la premiére fois que ce polymorphisme

est retrouvé associé a un phénotype palustre.

L'association entre le TNF1304 et ces phénotypes, qui a été décrite une fois dans
I'étude du Burkina Faso (L. Flori et al., 2005), n'a pas été retrouvée dans la
population congolaise. Néanmoins, dans 1'étude burkinabé, le TNF1304 n'était
plus associé a la parasitémie lorsque 1l'effet du TNF-238 était pris en compte, ce
qui suggere que le TNF1304 ne serait pas un variant causal mais que son
association avec la parasitémie était due a un déséquilibre de liaison avec le
TNF-238 ou le variant causal non identifié. Enfin, lorsque nous avons examiné
son effet potentiel en tant que SNP cis-régulateur, nous n'avons trouvé aucun
facteur de la transcription candidat dont la liaison serait altérée par 1'un ou

I’autre des alleles de ce polymorphisme.

Bien qu’apres correction des tests multiples, il ne subsiste plus d’association
significative du TNF-308, on observe tout de méme une tendance a l’association
du variant TNF-308A et la sensibilité a une parasitémie maximale élevée,
corroborant la méme tendance décrite dans de nombreuses autres études. En
effet, les enfants gambiens homozygotes pour l'allele TNF-308A sont plus
vulnérables au paludisme cérébral (McGuire et al., 1994) et une tendance
similaire a été observée chez les enfants kényans (J. C. Knight et al., 1999). Chez
les enfants gabonais présentant cet allele, on observe un intervalle
significativement plus court de réinfection a P. falciparum (Meyer et al., 2002).
De plus, le méme allele a été associé a diverses autres maladies infectieuses, y

compris la leishmaniose, la lepre lépromateuse, le trachome et la septicémie a
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méningocoques (Julian C. Knight & Kwiatkowski, 1999) ; et une étude menée au
Sri Lanka a révélé que les porteurs de cet allele présentaient un risque accru de
maladies infectieuses graves en général (Wattavidanage et al., 1999).
Néanmoins, au Burkina Faso et en Tanzanie, 1’allele TNF-308A a été associé a la
résistance aux acces palustres simples et au nombre d’épisodes fébriles (L. Flori
et al., 2005; Gichohi-Wainaina et al., 2015), et une étude conduite en Tanzanie

n’a pas retrouvé d’association avec ce polymorphisme (Stirnadel et al., 1999).

De la méme maniere, l'effet fonctionnel du TNF-308 est controversé. En effet,
certaines études n'ont pas réussi a démontrer un effet de ce polymorphisme sur
la production du TNF-a (Brinkman, Zuijdeest, Kaijzel, Breedveld, & Verweij,
1995; Kaijzel et al., 2001) alors que plusieurs ont décrit une corrélation entre le
TNF-308A et une expression accrue du TNF-a (Karimi, Goldie, Cruickshank,
Moses, & Abraham, 2009; Kroeger, Carville, & Abraham, 1997; Wilson, Symons,
McDowell, McDevitt, & Duff, 1997). Ces différences peuvent s'expliquer par des
variations dans la conception de 1'étude, plus précisément les différents modeles
cellulaires utilisé, la présence et la nature d’une stimulation des cellules ou
encore le fragment d’ADN présentant l’allele (taille, recoupement avec les
empreintes DNAsel, de méthylation d’histone...) (Julian C. Knight, 2005) ; mais
aussi par une coopération potentielle entre plusieurs variants dans la région,
comme l'a suggéré I’étude de Knight et al. (Julian C. Knight, Keating, Rockett, &
Kwiatkowski, 2003) dans laquelle ils ont montré, au moyen d'une expérience
d’haploChIP, l'effet substantiel d'un haplotype contenant le TNF-308A sur
I'expression de LTA.

Globalement, ces résultats divergents sous-tendent deux explications possibles.
La premiere est que le TNF-308 n'est peut-étre pas le SNP causal mais qu’il est
en déséquilibre de liaison avec la mutation causale. Alternativement, le variant
TNF-308 peut avoir un effet modéré ou agir en épistasie avec d'autres

polymorphismes.

Les mémes observations sont faites concernant le variant TNF-238. Dans notre
étude, on détecte une tendance a l’association entre le TNF-238A et la
susceptibilité a une parasitémie maximale accrue, corroborant les associations
retrouvées avec l'anémie sévere en Gambie et avec le paludisme cérébral au
Kenya (J. C. Knight et al., 1999; McGuire et al., 1999). Cependant, cet allele n'a
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été associée ni a une anémie sévere au Kenya et au Malawi, ni au paludisme
cérébral en Gambie (Clark et al., 2009; J. C. Knight et al., 1999). De plus, dans la
population burkinabé, cet allele était associé a une parasitémie maximale réduite
(L. Flori et al., 2005). Tout comme pour le TNF-308, ces résultats contradictoires
peuvent s'expliquer par l'effet d'autres SNP sur les phénotypes du paludisme ou
sur la production de TNF-a (Clark et al., 2009). Le TNF-238 pourrait n’avoir

aucun effet moléculaire et étre en déséquilibre de liaison avec un SNP causal.

2. QUEL ROLE FONCTIONNEL POUR LES VARIANTS TNF-244 T TNF-
238 ?

Nos analyses bioinformatiques et expérimentales corroborent 1'hypothese selon
laquelle le TNF-238 a un effet régulateur, tout comme le TNF-244 qui n’avait pas
été examiné avant notre étude. En effet, I’analyse bio-informatique montre que le
TNF-238 et le TNF-244 sont co-localisés au niveau du site de mémes facteurs de
transcription, ce qui suggere un potentiel effet combiné de ces polymorphismes.
Les variants TNF-238A et TNF-244A diminue l'activité du promoteur dans la
lignée cellulaire THP1. Les expériences de gel retard et de gene rapporteur
montre une altération de la fixation de protéines nucléaires en présence du
variant TNF-238A ou du variant TNF-244A entrainant une diminution de
I’expression du gene; mais aussi la création d’'un site de fixation pour la
combinaison TNF-244G/TNF-238A ; ce qui pourrait expliquer les différences

observées dans les différentes études fonctionnelles et génétiques.

Des analyses in silico complémentaires nous ont permis d’identifier des facteurs
candidats présentant des « altérations » similaires a celle obtenues dans les
expériences de gel retard, a savoir STAT3 et ANT qui semblent correspondre aux
complexes se fixant préférentiellement sur la séquence présentant la
combinaison TNF-244G/TNF-238G (de meilleures p-valeurs étant obtenues pour
cette combinaison) et les facteurs GFI1 et LFA1 qui semblent correspondre au
complexe se fixant exclusivement a la combinaison TNF-244G/TNF-238A. Ces
derniers résultats renforcent I’hypothese d’une action synergique des 2 variants
TNF-244 et TNF-238 (Fig. 27). Néanmoins des expériences complémentaires sont

nécessaires, d'une part pour confirmer l'association du TNF-244 dans une
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population indépendante et d’autre part pour confirmer l'identité des facteurs

candidats et I’effet synergique de ces 2 polymorphismes.
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Fig. 27. Modéle biologique illustrant la fonction cis-régulatrice synergique des variants TNF-244/TNF-
238. En présence de la combinaison TNF-244G/TNF-238G, les facteurs STAT3 et ANT se fixent au niveau du
promoteur, et la production du TNF est optimale. La mutation de I’un ou I’autre des variants entraine une
perte du site reconnu par ces deux facteurs; ce qui devrait engendrer une diminution de la production de TNF
pour toutes les autres combinaisons. Or la mutation unique du TNF-238A, et donc la combinaison TNF-
244G/TNF-238A crée un site de fixation pour les facteurs GFI1 et LFA1, qui compense la perte du site de
STAT3 et ANT, permettant une production de TNF non altérée. Ceci explique aussi pourquoi, seul le TNF-
244A reste significativement associé a une parasitémie symptomatique maximale élevée.
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B. CARACTERISATION FONCTIONNELLE ET ANALYSE D’ASSOCIATION
D’'UN VARIANT DU NCR3 AVEC LES ACCES PALUSTRES SIMPLES ET
SEVERES

NCR3-412 a été retrouvé associé a un phénotype d’acces palustre simple pour
la premiere fois dans une étude conduite au Burkina-Faso (Delahaye et al.,
2007). Lintérét s’était porté sur ce gene non seulement pour sa localisation
sous le pic de liaison pangénomique avec les formes palustres simples mais

aussi en raison de sa fonction biologique.

En effet, le récepteur NKp30 (codé par ce gene) est impliqué dans la
reconnaissance de différents types cellulaires pathogéniques, telles que les
cellules tumorales (Pende et al., 1999), les cellules infectées par les virus
(Golden-Mason, Cox, Randall, Cheng, & Rosen, 2010) ou les cellules fongiques
(S. S. Li et al., 2013) a l'origine de l’activation des NK et 1’élimination de ces
cellules. Par ailleurs, des études ont montré que les cellules NK interagissent
directement avec les érythrocytes infectés par Plasmodium (Artavanis-
Tsakonas et al., 2003; Baratin et al., 2007; Korbel et al., 2005). Différents
meécanismes d’action de ces Natural Killer contre les érythrocytes infectés ont
été proposés. Linteraction NK/globule rouge infecté pourrait conduire a la
production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et 1I"'IFN-y
(Artavanis-Tsakonas et al., 2003), mais pourrait conduire aussi a une réponse
cytotoxique (Bouyou-Akotet et al., 2004; Qingfeng Chen et al.,, 2014;
Mavoungou et al., 2007, 2003; Orago & Facer, 1991).

Une étude récente a mis en évidence in vitro qu’une reconnaissance des
antigenes parasitaires a la surface des érythrocytes infectés par les récepteurs
NKp30 active la cytotoxicité des cellules NK par l'intermédiaire d’une
libération de granzymes B et de perforines (Mavoungou et al., 2007, 2003).
Cette étude a identifié un ligand reconnu par le récepteur NKp30 : DBL1a, un
domaine de I’antigene plasmodial PFEMP1 ancré a la surface du globule rouge.
Par ailleurs, différentes études avaient déja montré qu’'une sous-expression de
ces récepteurs a la surface des NK engendre une diminution de la capacité
cytotoxique des cellules NK. (Costello et al., 2002; Pende et al., 1999).

Ainsi au vu de l’association du variant NCR3-412C a la susceptibilité aux acces

palustres simples au Burkina Faso, de l'implication des cellules NK dans la
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réponse immunitaire dirigée contre les globules rouges parasités, et de la
controverse quant au type de réponse (cytokinique ou cytotoxique) des NK et
de l'implication de NKp30 dans linfection palustre, nous avons émis
diffétrentes hypotheses biologiques quant au roéle fonctionnel du
polymorphisme NCR3-412 (Fig. 28, Fig. 29).

Dans Il’ensemble, ces hypothéses suggerent qu’un polymorphisme qui
altérerait 1’expression du récepteur NKp30 aurait un impact sur le risque de
développer un acces palustre simple de part une modification de la réponse

immunitaire des NK dirigée contre les érythrocytes infectés.

Lobjectif de ma these a donc été de caractériser plus précisément 1'effet cis-
régulateur du variant NCR3-412, préciser quel modeéle biologique correspond
le mieux aux évidences fonctionnelles et confirmer son association avec le

phénotype paludisme simple dans une population indépendante du Congo.
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1. LE VARIANT NCR3-412 EST-IL FONCTIONNEL ET QUELLE EST SA
RELATION AVEC LE PHENOTYPE DE RESISTANCE ?

La premiére question a laquelle nous nous sommes intéressés, est de savoir si
des protéines nucléaires se fixent au niveau de la séquence présentant le
polymorphisme NCR3-412. Pour cela nous avons conduit des expériences de
gel retard qui ont montré que deux complexes protéiques se fixent
préférentiellement au niveau de la séquence portant le variant NCR3-412G.
Nous nous sommes ensuite demandé si le variant influence I’activité
promotrice du gene. Nous avons donc effectué des expériences de gene-
rapporteur dans des cellules K-562 qui expriment 'ARNm du gene NCR3
(Srivastava & Srivastava, 2006). Notre choix c’est porté sur ce type cellulaire
en raison de limitation technique dans la transfection des NK92. Ces
expériences ont montré que le variant NCR3-412G est associé a une activité
promotrice significativement plus élevée que le variant NCR3-412C.
Autrement dit, les cellules NK des individus porteurs de 1’allele NCR3-412G
expriment plus de récepteurs NKp30 que les individus porteurs de 1’allele
NCR3-412C. Au vu de l'association de 1’allele NCR3-412C a la susceptibilité au
acces palustre simple dans la population burkinabé, ces premiers résultats
nous ont précisé qu'un modele de réponse cytotoxique était a privilégier. Dans
ce modele, les porteurs du variant NCR3-412C, présentent une altération de la
fixation de facteur de transcription au niveau du promoteur ; ceci résulte en
une sous-expression du récepteur NKp30 a la surface des cellules NK et une
incapacité a activer la cytotoxicité de ces cellules. Par ailleurs, la corrélation
d’une diminution de cytotoxicité avec une diminution d’expression de NKp30 a
déja été décrite in vitro par Pende et al. et ex vivo par Costello et al. chez des
patients atteints de leucémie aigué, ce qui conforte notre hypothese dans le
cas de l'infection a Plasmodium (Costello et al., 2002; Pende et al., 1999).

Nous avons ensuite cherché a déterminer par des approches bio-informatiques
quels facteurs de la transcription sont affectés par la présence de 1'un ou
I’autre des variants du NCR3-412. Celles-ci ont permis d’identifier les facteurs
STAT4 et RUNX3. Lidentification de STAT4 comme facteur de la transcription
impacté par NCR3-412 est intéressant dans le sens ou son activation par I'IL-

12 en combinaison avec I'IL-2 a déja été montré comme impliqué dans
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I’activation de la cytotoxicité, la production d’IFN-y et la prolifération dans les
cellules NK au repos (Thierfelder et al., 1996; K. S. Wang, Frank, & Ritz, 2000;
K. S. Wang, Ritz, & Frank, 1999). Par ailleurs, des travaux ont rapporté que
suite a une activation a I'IL-12, STAT4 se fixe au promoteur du gene de la
perforine (Yamamoto, Shibata, Miyasaka, & Miura, 2002). Ces différentes
études renforcent I’hypothese d’un modele cytotoxique dans lequel STAT4 se
fixe au niveau du promoteur du géne NCR3, induit son expression et celles
d’autres genes impliqués dans la réponse cytotoxique, tels que le gene de la

perforine.

Le facteur de transcription RUNX3 est fortement exprimé dans les cellules NK
(S. Ohno et al., 2008), mais peu d'information sur sa fonction dans ces cellules
sont connues. Néanmoins, des travaux ont montré que, chez la souris, la
coopération RUNX3 avec les facteurs de transcription ETS et T-box régule
I'activation médiée par l'interleukine-15 des cellules Natural Killer (Levanon et
al., 2014). Par ailleurs, différentes études suggerent une co-régulation des
genes NCR1, NCR2 et NCR3 (De Maria et al., 2003; Fauriat et al., 2007). Ainsi,
comme il a été démontré que RUNX3 régule également 1'expression NCR1 (Lai
& Mager, 2012) et que le facteur de transcription ETS-1 se lie lui aussi a une
région spécifique et commune des promoteurs des différents NCR (Venton et
al., 2016), on peut supposer que RUNX3 est 1'un des facteurs impliqués dans la
régulation coordonnée des trois NCR. Une autre observation intéressante est
la régulation de l’expression du gene codant pour le récepteur KIR2DL4. En
effet, il a été montré que l'expression de ce géne est régulé par la fixation des
facteur de transcription ETS-1 et RUNX3 au niveau de son promoteur
(Presnell, Zhang, Chlebowy, Al-Attar, & Lutz, 2012). Ainsi, il ne serait pas
invraisemblable d’envisager une co-régulation des différents récepteurs
activateurs médiée par ces facteurs sous l'action de différentes cytokines. Une
facon de le vérifier, in vitro, serait d’éteindre ces facteurs par KO et de

mesurer |’expression des génes codant ces différents récepteurs.
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2. L’ASSOCIATION DU VARIANT NCR3-412 A LA RESISTANCE AU ACCES
PALUSTRE SIMPLE EST-ELLE REPLIQUEE DANS LA POPULATION DU
CONGO ?

Lévidence d’une association entre NCR3-412 et la forme simple du paludisme,
n‘ayant été démontré qu'un seule fois auparavant, nous avons souhaité
confirmer l'implication du variant dans la résistance/susceptibilité au
paludisme non compliqué en menant une étude de réplication dans une

population indépendante.

Ainsi, les résultats obtenus ont confirmé que sous 1’hypothése d'un modele
génétique dominant, en accord avec I’étude menée au Burkina Faso, il existe
une association significative entre le polymorphisme et la survenue de la

maladie ainsi qu’entre le polymorphisme et le nombre d’acces fébrile.

Apres avoir intégré dans l’analyse de régression multivariée les facteurs
confondants connus pour avoir un effet sur le développement du paludisme
simple, l'association du polymorphisme NCR3-412 est toujours
significativement associé. I'age semble avoir un effet modulateur sur la
susceptibilité de 1’hote au paludisme simple dans la population congolaise. En
effet, apres stratification de 1l’analyse en fonction de 1’age, les résultats
montrent que le polymorphisme NCR3-412 est associé au paludisme
uniquement dans la sous-population d’individus agés de plus de 4 ans. Ceci
n’avait pas pu étre montré dans 1I’étude burkinabé car la population étudiée
était plus agée (seulement 13 % des individus étaient agés de moins de 5 ans

contre 53,7 % dans la population du Congo).

Une hypothese qu’on pourrait formuler pour expliquer pourquoi l’association
du polymorphisme avec la maladie n’est pas retrouvée chez les individus de
moins de 5 ans est une capacité réduite a produire des cytokines pro-
inflammatoires, a 'origine de 1’activation des facteurs de la transcription liant
le promoteur de NCR3. En effet, il a déja été montré que la capacité de
production de certaines cytokines, et plus précisément celle de 1'IL-12 évolue
avec I'age (Hartel et al., 2005; Yerkovich et al., 2007). Chez les jeunes enfants
la production d’IL-12 est réduite. Comme mentionné plus haut, cette cytokine

est responsable de l’'activation de STAT4, de laquelle résulte une réponse
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cytotoxique des NK, une production d’'IFN-y et une prolifération des NK au
repos (Thierfelder et al., 1996; K. S. Wang et al., 2000, 1999). Ainsi, chez les
enfants de moins de 5 ans, une sous-production d’IL-12 ne permettrait pas a
STAT4 et, peut-étre RUNX3 d’étre activés et de lier le promoteur ou se trouve
le polymorphisme. Quel que soit I’allele, NCR3-412 ne modifierait donc ni la
fixation du facteur au niveau du promoteur, ni le niveau d’expression de NCR3.
En revanche chez les individus de plus de 4 ans, la production de cytokines
pro-inflammatoires par les macrophages serait plus importante et par
conséquent suffisante pour activer les facteurs de la transcription qui seraient
alors en mesure de lier le promoteur de NCR3 au niveau de la séquence
contenant le polymorphisme. Ainsi, selon le génotype de l'individu les facteurs
se fixeraient avec plus ou moins d’affinité, ce qui aurait une répercussion sur
I’expression de NKp30 a la surface des NK, leur capacité a lyser les
érythrocytes parasités et donc la susceptibilité de 1’hote a développer un acces

palustre (Fig. 30).
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3. LE VARIANT NCR3-412 N’EST PAS ASSOCIE AU PALUDISME SEVERE
DANS LA POPULATION SENEGALAISE : EST-IL POSSIBLE QU’IL SOIT TOUT
DE MEME UN VARIANT CAUSAL ?

Le pic de liaison 6p21-p23 détecté chez I’homme sont synténiques des pics de
liaison des loci char3 et cmsc chez la souris qui semblent représenter un seul
et méme locus lié génétiquement a la fois a la parasitémie et au
neuropaludisme (Min-Oo et al., 2003; T. Ohno & Nishimura, 2004). Le locus
char3 est impliqué dans le contréle de la parasitémie a P. chabaudi (Min-Oo et
al., 2003) tandis que le locus cmsc est impliqué dans le controle du
neuropaludisme a P. berghei ANKA (T. Ohno & Nishimura, 2004). Ceci suggére
que cette région pourrait étre impliqué a la fois dans le contréle des formes
non compliquées et des formes graves du paludisme murin, mais aussi que la
région synténique humaine 6p21-p23 est aussi impliquée dans le controle des
formes simples et sévere du paludisme chez I'homme. Les diverses
associations des genes TNF, HLA-B et HLA-DR avec a la fois les formes simples
mais aussi avec les formes séveres du paludisme humain vont dans ce sens
(Diakite et al., 2009; H. Hananantachai et al., 2007; Hathairad Hananantachai
et al., 2005; Yamazaki et al., 2011). Ainsi, il est envisageable qu’au sein de
cette région, il existe des genes de résistance impliqués a la fois dans les
formes simples et graves du paludisme, et/ou des geénes de résistance
impliqués spécifiquement dans les formes non compliquées du paludisme et
des génes de résistance impliqués spécifiquement dans les formes graves du

paludisme.

Ainsi, dans cette optique, nous nous sommes intéressés a l'implication du
variant NCR3-412 dans les formes séveres du paludisme dans une cohorte
recrutée au Sénégal. Nous n’avons détecté aucune différence significative de
la fréquence allélique de NCR3-412 entre les individus atteints de formes
simples et les individus atteints de formes compliquées (neuropaludisme,
forme grave non cérébrale ou toutes formes graves confondues). Sur la base
d'un effet correspondant a celui des études sur le paludisme simple au Burkina
Faso et au Congo, les études de puissance ont révélé une puissance d'environ

85 %. Cela suggere que soit l'ampleur de l'effet est significativement plus
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faible pour le paludisme grave, soit qu'il n'y a pas d'association entre le SNP et

le paludisme grave.

Une autre hypothése permettant d’expliquer pourquoi ce variant, dont nous
avons montré le role cis-régulateur, est retrouvé associé aux formes simples
mais pas aux formes séveres est la stratégie d’analyse utilisée pour identifier
une association dans les formes séveres (Fig. 31). En effet, afin de détecter des
genes pouvant expliquer pourquoi certains individus développent des acces
palustres simples alors que d’autres restent asymptomatiques, une
comparaison entre ces deux groupes d’individus est effectuée. C’est le cas des
études conduites au Burkina Faso et au Congo qui ont démontré que le géne
NCR3 permet de contrboler les acces palustres simples. Lors de 1’étude
conduite au Sénégal, nous avons comparé les individus présentant des acces
palustres simples et les individus présentant des acces palustres séveres. Dans
ce cas-la, nous ne détectons pas d’association non pas parce que le gene n’a
pas d’effet protecteur/aggravant vis-a-vis de l’'infection palustre mais parce

que le gene n’explique pas une différence entre les acces simples et séveres.

NCR3-412C

A e e m— m—
—— i .

Parasitémi_e Accés Palustre Accés Palustre
Asymptomatique —_— Simple > Sévere

LY
~ _’ L\
N P \..‘ ‘,,

[l - -t

NCR3-412C NCR3-412C

Fig. 31. Du portage asymptomatique aux accés sévéres : implication potentiel du géne NCR3. Le variant NCR3-
412C est impliqué dans la propension a développer un accés palustre simple ; il n’explique cependant pas pourquoi
certains individus présentant un accés simple vont développer un accés sévere. Il pourrait cependant expliquer pourquoi
certains individus sont porteurs asymptomatique et d’autres développent des acces séveres.

Le modele biologique du TNF est différent. Si nous nous intéressons au géne et a
son expression (et non pas aux variants dont les résultats sont controversés), un
haut niveau de production de TNF est associé négativement a la parasitémie

asymptomatique (et symptomatique) car il permet de contréler la clairance
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parasitaire, il est associé positivement a la survenue du paludisme simple car
cette cytokine pyrogene va stimuler les régions thermorégulatrices de
I'hypothalamus et provoquer la fiévre, et il est associé positivement au
neuropaludisme car il va favoriser l'inflammation de 1’endothélium vasculaire
cérébral et favoriser aussi la séquestration de globules rouges parasité en
stimulant une sur-expression d’ICAM-1 a la surface des cellules endothéliales.
Ainsi, il est possible d’observer I’effet du TNF lors d’une comparaison entre les
individus atteints de paludisme non compliqués et les individus atteints de

paludisme sévere (Fig. 32).

Au-dela, du variant NCR3-412 impliqué dans la résistance a la forme simple du
paludisme mais dont nous n’avons pas détecté d’association avec les formes
séveres, il serait intéressant de conduire une étude ex-vivo permettant de
corréler l'expression de NKp30 a la surface des cellules NK aux différents
phénotypes asymptomatique, simple et sévere, afin de renforcer ’hypothése du
role de NKp30 dans le contréle de l'infection palustre. Ces études sont
envisageables dans la population du Sénégal, compte-tenu de l’expression
constitutive élevée de ce récepteur révélé par les analyses de cytométrie
réalisées aupres des 12 témoins sénégalais. Ainsi, il serait envisageable de
corréler le génotype NCR3-412 avec l'expression du géne a un niveau
transcriptionnel et protéique, et enfin de l’associer aux différents phénotypes

palustres.

Il serait également intéressant de regarder les différents polymorphismes des
récepteurs activateurs et inhibiteurs de ces cellules et d’intégrer ces différents
éléments génétiques dans le but de modéliser l’activation de la réponse

immunitaire des cellules NK dirigée contre l'infection palustre.
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Parasitémie Accés Palustre
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Fig. 32. Du portage asymptomatique aux acces séveres : implication du géne TNF. La dualité du TNF explique
qu’on le retrouve impliqué négativement dans le contrdle de la parasitémie asymptomatique, mais aussi positivement
dans les formes simples par sa fonction dans le déclenchement de la fiévre et dans les formes sévéres par son réle dans
la séquestration des globules rouges infectés au niveau de la paroi des vaisseaux endothéliaux et I’endommagement de
cette paroi. Ainsi, ce géne explique non seulement pourquoi certains individus sont porteurs asymptomatiques et
d’autres développent des accés sévéres mais aussi pourquoi certains individus présentant un accés simple vont
développer un acces sévere.
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CONCLUSION
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Malgré le recul du paludisme suite aux différentes stratégies mondiales
d’éradication, cette maladie infectieuse multifactorielle reste un immense
fardeau de santé publique avec 212 millions de cas et 429 000 déces associés en
2015. Le concept du contréle génétique de l'infection palustre a été proposé par
Haldane en 1949 qui proposait que la fréquence élevée des hémoglobinopathies
dans les zones ou le paludisme est endémique serait due au fait qu’elles
conféreraient une résistance au paludisme. Depuis, de nombreuses études
génétiques et fonctionnelles ont été conduites afin d’améliorer notre
compréhension des mécanismes impliqués dans la protection contre l'infection.

Mes travaux de these s’inscrivent dans ce cadre.

En effet, une étude de liaison pangénomique conduite au Burkina Faso par notre
équipe, a mis en évidence une liaison significative entre le locus 6p21-p23 au
niveau du CMH de classe I et la forme simple du paludisme. Plusieurs
polymorphismes retrouvés sous le pic de liaison, et plus particulierement des
variants du géne TNF et NCR3 ont été indépendamment associés aux différents
sous-phénotypes du paludisme non compliqué tels que la parasitémie maximale

symptomatique et les acces palustres simples.

Ainsi, au cours de ma these je me suis intéressée a ces polymorphismes dans une
population indépendante du Congo, dont peu de données génétiques en lien avec
des infections sont disponibles. Par des approches génétiques, bioinformatiques
et fonctionnelles, j’ai pu confirmer l’association des polymorphismes du TNF
(plus précisément TNF-244) et du NCR3 (NCR3-412) avec la parasitémie
maximale symptomatique et les acces palustres simples, et proposer des modeles

biologiques expliquant I’association de ces SNP avec les phénotypes palustres.

Une étude conduite au Sénégal, n’a pas permis de détecter d’association du
polymorphisme du NCR3-412 avec les phénotypes séveres, néanmoins elle a
permis de confirmer une corrélation entre certains parametres clinique et le
paludisme sévere, telle qu'une réduction significative du nombre de plaquettes
chez les patients atteints de paludisme sévere mais aussi une augmentation
significative du nombre de leucocytes chez les patients atteints neuropaludisme
par rapport a ceux atteints de paludisme non compliqué. Cette étude a aussi
permis de montrer une expression constitutive élevé de NKp30 a la surface des

cellules NK dans la population sénégalaise, ce qui permet d’envisager une étude
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de corrélation entre l’expression de ces récepteurs et la résistance aux

différentes formes du paludisme.

Dans leur ensemble, nos travaux s’inscrivent dans un projet de clonage
positionnel. A partir d’'une étude pangénomique a la recherche de variants
génétiques potentiellement causaux, nous avons non seulement montrer
I’implication de variants dans la pathologie palustre et démontrer leurs fonctions
régulatrices, mais aussi, nous avons pu proposer différents modeles biologiques
a valider. Nos travaux illustrent tout l'intérét de ce type d’approches dans la

compréhension des mécanismes moléculaires de résistance au paludisme.
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THESIS RESUME

In 2015, nearly half of the world's population was at risk of malaria. With 212 million clinical cases and
429,000 deaths recorded, this multifactorial infectious disease remains a major public health problem,
mainly in sub-Saharan Africa, which accounts for most of these new cases and deaths (nearly 90%).
The severity and outcomes of malaria infection are influenced by complex interactions between many
factors including host genetics. Malaria parasites have exerted a strong selective pressure on the human
genome in endemic areas, leading to the progressive accumulation of genetic variations affecting the
red blood cells and the immune system. Numerous genetic studies have been conducted in endemic
regions to identify the different loci involved in the host's resistance to malaria. Among them, a
genome-wide linkage analysis conducted in Burkina Faso that showed a significant linkage between the
6p21 locus and mild malaria attack. In addition to their linkage, several polymorphisms found under the
linkage peak, and more precisely within TNF-"" = (coding for a pro-inflammatory cytokine) and NCR3
(coding for an activating receptor expressed at the surface of NK cells), were also independently
associated with different sub-phenotype of mild malaria such as maximum parasitaemia or febrile
attacks. These variants include TNF1304, TNF-308, TNF-238 and NCR3-412. In this thesis, we
attempted to: [ confirm the association of these polymorphisms with parasitaemia and mild malaria by
replicating them in a population living in the Republic of Congo, where there are limited human genetic
data in relation with infectious diseases, [ characterize their cis-regulatory effect through functional and
bioinformatics approaches, [ assess the association between NCR3-412 and severe malaria. In the first
part we focused on TNF polymorphisms. Among the 4 polymorphisms analyzed, we found associations
between 3 of them (TNF-238, TNF-244, TNF-308) and either mild malaria attack or maximum
parasitemia. Molecular approaches showed that TNF-244 has a cis-regulatory effect. Indeed, based on a
luciferase assays and gel retardation experiments, I observed a decreased promoter activity and an
altered binding of nuclear proteins in the presence of the TNF-244A variant. In addition, bioinformatics
analyses suggested a cooperative effect of TNF-244 and TNF-238 in modifying the binding of at least
one transcription factor, including STAT3. In the second part we looked at NCR3-412. We confirmed
the association of this polymorphism with both mild malaria and the number of febrile episodes in
Congo. Functional approaches have also shown that NCR3-412 has a cis-regulatory effect. Indeed,
Luciferase assay and EMSA results indicated a decreased promoter activity and an altered binding of
two nuclear protein complexes in the presence of the NCR3-412C allele. Finally, after in silico
identification of transcription factor candidates, pull-down western blot experiments confirmed that
both STAT4 and RUNX3 bind the region encompassing rs2736191 with a higher affinity for the G
allele. To our knowledge, this is the first report that explored the functional role of rs2736191. These
results support the hypothesis that a genetic variation within a natural killer cell activating receptor
alters malaria resistance in humans. We therefore wanted to assess whether this polymorphism is also
involved in resistance to the severe forms of malaria in a Senegalese population, but we did not detect
any association between NCR3-412 and neither severe anemia nor cerebral malaria, suggesting other
mechanisms involved.
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RESUME DE LA THESE

En 2015, plus de la moitié de la population mondiale était exposé au risque de
contracter le paludisme. Avec 212 millions de cas cliniques et 429000 déces
enregistrés, cette maladie infectieuse multifactorielle reste un probleme de santé
publique majeur, principalement en Afrique subsaharienne qui compte la plupart
de ces nouveaux cas et déces. La sévérité et le devenir de I[Jinfection palustre
sont influencés par des interactions complexes entre de nombreux facteurs parmi
lesquelles la génétique de I[Jhote. En effet, les parasites du paludisme ont exercé
une forte pression sélective sur le génome humain dans les zones endémiques,
conduisant a l'accumulation progressive de variations génétiques touchant les
globules rouges mais aussi le systeme immunitaire. De nombreuses études
génétiques ont été menées dans les régions endémiques afin d’identifier les
différents loci impliqués dans la résistance de 1[Jhote au paludisme. Parmi celle-
ci, une étude de liaison pangénomique conduite au Burkina Faso a permis
didentifier une liaison génétique significatives entre le locus 6p21 et la forme
simple du paludisme. En plus de leur liaison, plusieurs polymorphismes trouvés
sous le pic de liaison, et plus précisément, au sein du TNF et du NCR3, ont été
indépendamment associés a différents sous-phénotypes de la forme non
compliquée du paludisme comme la parasitémie maximale ou l’acces fébrile.
Parmi ces variants, on retrouve le TNF1304, le TNF-308, le TNF-238 et le NCR3-
412. Mon projet de these a consisté a: confirmer l'association de ces
polymorphismes avec la parasitémie et les acces palustres simples en les
répliquant dans une population congolaise dans laquelle peu de données
génétiques en relation avec les maladies infectieuses étaient disponibles, a
caractériser leur effet cis-régulateur par des approches fonctionnelles et bio-
informatiques, a déterminer s’il existe une association entre NCR3-412 et le
paludisme sévere Dans une premiere partie nous nous sommes intéressés aux
SNPs du TNF. Nos résultats montrent que les polymorphismes TNF-308, TNF-
244, et TNF-238 sont associés a la parasitémie symptomatique maximale ou aux
acces palustres simples. Les approches moléculaires ont permis de montrer que
le TNF-244 a un effet cis-régulateur. En effet, dans les expériences de gene-
rapporteur et de gel-retard, nous avons pu observer une activité du promoteur
réduite en présence du variant A ainsi qu’une fixation altérée de protéines
nucléaires en présence de ce méme variant. De plus, nos analyses bio-
informatiques suggerent que le TNF-244 et le TNF-238 agissent en synergie pour
modifier le site de fixation pour au moins un facteur de transcription dont STAT3.
Dans une seconde partie nous nous sommes intéressés au variant NCR3-412.
Nous avons confirmé ici 1'association de ce polymorphisme avec la forme simple
du paludisme ainsi que le nombre d’accés fébrile au Congo. Les approches
fonctionnelles ont également montré qu’il a un effet cis-régulateur. En outre, les
résultats des expériences de geéne-rapporteur et de gel-retard indiquent une
activité du promoteur significativement accrue en présence de l'allele G ainsi
qu'une liaison altérée de deux complexes protéiques nucléaires en présence de
I0allele C. Enfin, apres l'identification in silico de facteurs de transcription
candidats, les expériences de pull-down/western blot ont confirmé que STAT4 et
RUNX3 lient la région contenant NCR3-412 avec une plus grande affinité pour
l'allele G. Nos résultats confirment I'hypothese selon laquelle cette variation
génétique au sein d[Jun récepteur activateur des cellules NK altére la résistance
a la forme simple du paludisme chez 1'homme. Nous avons donc souhaité
déterminer s’il est impliqué aussi dans la résistance au paludisme sévere dans
une population sénégalaise mais nous n’avons détecté aucune association.
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