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SIGLES ET ABREVIATIONS

AA : Acide aminé

ADN : Acide désoxyribonucléique

Apo : Apolipoprotéine

ApOA : Apoprotéine A

ApoB : Apolipoprotéine B

ARNmM : ARN messagé

BMP : Bandiagara Malaria Project

cDNA : ADN complémentaire

Chol T : Cholestérol total

CHRD : Cysteine and Histidine Rich Domain
CICM : Centre d'Infectiologie Charles Mérieux du Mali

CL : Cholestérol libre

CPNC : Chimio-prévention saisonnier

DEAP : Département d’Epidémiologie des Affections Parasitaires
DMID : Division of Microbiology and Infectious Diseases

EGF-A : Epidermal Growth Factor A

FAPH : Faculté de Pharmacie

FTA : Fast Technology for Analysis

GE : Goutte épaisse

GOF : Gain-de-fonction
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HF : Hypercholestérolémie familiale
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IDL : Intermediate Density Lipoprotein
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1. INTRODUCTION

La Protéine Convertase Subtilisine Kexine de type 9 (PCSK?9) est une serine protéase
qgui joue un role clé dans la régulation du cholestérol. Elle est impliquée dans le
métabolisme des particules lipoprotéiques de basse densité (LDL) et peut parfois
conduire a une hypercholestérolémie ou une hypocholestérolémie. Elle était
initialement appelée NARC-1 (Neuronal Apoptosis Regulated Convertase -1), car elle
avait d’abord été identifiée comme une protéine régulatrice dans I'apoptose au niveau
des cellules neuronales 1. La PCSK9 est le 95 membre de la famille des protéines
de type convertases, qui est active sur une multitude de substrats (hormones,
neuropeptides, etc.) en les clivant et les impliqguant ainsi dans de trés nombreux

processus biologiques.

La PCSK9 est synthétisée principalement dans le réticulum endoplasmique des
hépatocytes sous forme de précurseur. Bien qu’elle soit principalement produite dans
le foie, elle est exprimée dans d'autres tissus comme les reins, l'intestin, le pancréas,
y compris, les cellules musculaires lisses et le cerveau 2. La seule activité biologique
reconnue de la PCSKQ9 est d’inhiber la voie du récepteur du LDL (LDL-R) 3.

En effet en 2003, C. Boileau et al. ont identifié la PCSK9 comme le troisieme géne
associé a I'hypercholestérolémie familiale autosomale dominante, aprés le LDL-R et
son ligand, et I'apolipoprotéine B (ApoB) 4. Des polymorphismes nucléotidiques (SNP)
non-synonymiques de son gene ont été associés a une cholestérolémie réduite ou
élevée, selon qu'ils diminuent (perte de fonction, LOF) ou augmentent (gain de
fonction, GOF) l'activité de la PCSK9. Les SNP Gain de fonction (GOF) accentuent
l'activité de PCSK9, conduisant a I'’hypercholestérolémie, tandis que ceux qui
favorisent la perte de fonction (LOF) atténuent son activité, conduisant a une

hypocholestérolémie.

Le cholestérol, une molécule de la famille des stérols, joue un réle important dans de
nombreux processus biochimiques. C’est un composant structurel essentiel de toutes
les membranes cellulaires et de la couche externe des lipoprotéines plasmatiques °.
Les lipides sont des modulateurs importants de la stabilité membranaire de

I'érythrocyte normal, lui-méme inapte a les synthétiser 6.
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Le cholestérol est aussi le principal stérol du parasite. Pourtant, beaucoup de parasites
sont incapables de synthétiser leur propre cholestérol. lls dérivent des lipoprotéines
de leurs hotes ’. En effet le Plasmodium, parasite responsable de l'infection palustre
en fait partie. Le Plasmodium infecte et se multiplie dans les hépatocytes puis dans
les érythrocytes. Ce pouvoir infestant du Plasmodium requiert du cholestérol, bien que
le parasite n’étant pas capable de synthétiser le cholestérol, alors il utilise celui de
I'héte. In vivo, le Plasmodium détourne continuellement le cholestérol des hépatocytes
et des érythrocytes, ce qui conduirait a un taux de cholestérol inférieur chez les

patients atteints de paludisme &.

Le paludisme est une parasitose due a des hématozoaires du genre Plasmodium,
transmise par des moustiques femelles infectés du genre Anophéles dont une

trentaine d’espéces sont des vecteurs trés importants du paludisme %19,

L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) le classe parmi les pathologies prioritaires

en termes d'intervention, avec la tuberculose et le VIH/Sida. Au Mali comme dans la
plupart des pays d’Afrique au Sud du Sahara, le paludisme constitue un véritable
probléme de santé publique, il est la premiere cause de morbidité et de mortalité chez
les enfants de moins de cing ans. Il constitue la premiére cause de consultation,
d’hospitalisation et de mortalité dans les formations sanitaires. Les enfants de moins
de 5 ans et les femmes enceintes constituent les groupes a risque et paient chaque
année le plus lourd tribut a cette maladie . Or les enfants de moins de cing ans
représentent environ 20% de la population au Mali *2.

Malgré toutes les stratégies de lutte, le rapport sur le paludisme dans le monde en
2018 démontre que le paludisme continue de faire plus de 435 000 victimes chaque
année, principalement en Afrique. Les enfants de moins de 5 ans sont particulierement
vulnérables. Il est nécessaire de trouver de nouveaux outils de lutte contre le

paludisme.

Le but de cette étude est de vérifier si les mutations non-sens,
hypocholestérolémiantes du géne PCSK9 conferent une protection contre le
paludisme grave chez des enfants agés de 3 mois a 14 ans a Bandiagara, une ville
sahélienne du Mali, ou le paludisme est endémique a transmission saisonniére de

Juillet 2 Décembre.
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2. OBJECTIFS

1. Objectif général

Evaluer I'impact de la mutation du géne PCSK9 sur le métabolisme lipidique aucours

de l'infection palustre chez les enfants 4gés de 3 mois a 14 ans.
2. Objectifs spécifiques

1) Rechercher les polymorphismes de la PCSK9 chez les enfants atteints de

Paludisme et enfants en bonne santé a Bandiagara.

2) Mesurer dans le sérum les taux de cholestérol total (Chol T), cholestérol des
lipoprotéines de haute densité (HDL), cholestérol des lipoprotéines de basse
densité (LDL), et triglycérides (TG) chez les enfants atteints de Paludisme et

enfants en bonne santé a Bandiagara.

3) Déterminer 'association entre les niveaux des parametres biochimiques (Chol
T, HDL, LDL et TG) et le portage de mutation gain de fonction (GOF) ou perte
de fonction (LOF) dans les groupes d’enfants PG, PNC et BS a Bandiagara.

4) Comparer les ratios LDL/HDL entre les 3 groupes d’enfants PG, PNC et BS et

en fonction du portage de mutation gain de fonction (GOF) ou perte de fonction
(LOF) de la PCSK9 a Bandiagara.
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3. GENERALITES

Partie 1: Pro-protéines Convertases

1.1. Les Pro-protéines Convertases (PCs)

Les pro-protéines convertases (PCs) sont des sérines protéases de mammiféres

sécrétoires apparentées a des enzymes bactériennes de type subtilisine 1314

Des études sur la biosynthese de l'insuline dans un insulinome humain a partir de 1965
ont fourni la premiere preuve d'un précurseur de l'insuline, le premier prohormone a
étre identifié . La découverte des précurseurs d'autres protéines pour une variété
d'hormones peptidiques, de neuropeptides ou de protéines plasmatiques a ensuite

suivi, tous ayant principalement des sites de clivage dibasiques pour le traitement.

Les prohormones et proprotéines (zymogéenes) sont initialement synthétisées sous
forme de précurseurs, qui subissent ultérieurement des modifications post-
traductionnelles donnant naissance a la forme active et sécrétée de la protéine ou de
’hormone polypeptidique. La protéolyse limitée touchant certains liens peptidiques
spécifiques représente une des principales modifications post-traductionnelles qui ont

lieu durant le transport intracellulaire et la ségrégation dans les granules de sécrétion
16

La famille de la pro-protéine convertase (PC) sécrétoire comprend neuf membres: PC1
/3, PC2, furin, PC4, PC5/ 6, PACE4, PC7, SKI-1/ S1P et PCSK9 (figure 2). Alors que
les sept premiers PCs clivent leurs substrats a des résidus basiques simples ou
appariés avec une préférence de coupure C-terminale a certaines paires d’acides
aminés basiques, ou C-terminale a quelques acides aminés monobasiques, les deux
derniers clivent sur des résidus non basigues et la derniere PCSK9 clive seulement
un substrat pour son activation 3. Elle serait responsable de I'hnoméostasie du
cholestérol et des acides gras, par l'intermédiaire soit de la coupure de facteurs de

transcription membranaires du type SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding
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Protein) au niveau du Golgi (SKI-1), ou de la dégradation du récepteur du LDL-
cholestérol (LDL-R) au niveau des hépatocytes dans le foie . Leur activité
enzymatique et leur spécificité de coupure ont été démontrées aprés co-expression
avec divers substrats a partir de vecteurs d’expression viraux ou plasmidiques dans

différents types cellulaires .

Des analyses biochimiques approfondies et in vivo ont permis d’élargir la
compréhension de certaines des fonctions physiologiques de ces PC et de leur réle
dans le développement embryonnaire et chez I'adulte. La localisation subcellulaire
(Figure 2) et la distribution tissulaire (Figure 3) de ces enzymes ont révélé que PC1 /
3 et PC2 sont principalement localisés dans des granules de sécrétion de noyaux
immatures et denses des cellules neuronales et endocrines, et sont prétes a traiter la

plupart des prohormones polypeptidiques dans la régulation de la voie de sécrétion
13,14

Proprotein convertase family

o You ws
subtilisin genes Pcsk1 to Pcsk9
yeast kexin — | Proprotein convertase sublilisinkexin type 110 8
gene
PCSK1 PC1 = Gzt Il signal peptide / transmembrane domain
PCSK2 PC2 = 637 aa I prosegment
— catalytic domain
PCSK3 furin o BE 793aa = P domain
PCSK4 PC4 - 655 aa
BESHE PC5A 9152a
PCSB  mm B 1677 aa
r— basic aa-specific PCs:
pcsks | PACE4  mmm 503 |(RIK)-X]o 5057 (RIK) §
PCSKT PCT  mmm EX 77032
pcsks  SKI-1 X 105200 R-X-(LUV)-X §
pcske  PCSKY 594 aa V-F-A-Q §

Figure 1. Schéma de la structure primaire des 9 PCs. Source: Seidah NG, 2010;

httPNC://www.societe-neuroendocrinologie.fr/Les-lectures-de-la-SNE/Lecture-Jacques-Benoit/2010.
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PCs in the secretory pathway Tissue distribution of the PCs

-

\ - j Cell Surface (R/K)'[X]OQ,A,G'(R/KN

PC folding +  PAGEA

calytic processing

ER( auo

PC1 endocrine and neural tissues
PC2 endocrine and neural tissues
Furin ubiquitous
PC4 germ cells

PC5  widespread: aderenal cortex, small intestine,
lung and brain, major organs

PACE4 widepsread: bones;
mostly absent from brain except cerebellum
PC7 ubiquitous
SKI-1 ubiquitous
PCSK9 liver, intestine, kidneys
Figure 2. Représentation schématique du trafic des Figure 3. Distribution tissulaire des PCs.
PCs dans la voie de sécrétion : (TGN = Transgolgi, SG Source: Seidah NG, 2010
granule secretoire, Endo = endosome, ER =Réticulum httPNC.//www.societe-
Endoplasmique). Source: Seidah NG, 2010 ; neuroendocrinologie.fr/Les-lectures-de-la-
httPNC://www.societe-neuroendocrinologie.fr/Les- SNE/Lecture-Jacques-Benoit/2010.

lectures-de-la-SNE/Lecture-Jacques-Benoit/2010.

1.2. Historique de la PCSK9

La PCSK9 a été découverte par des chercheurs travaillant sur les proprotéines
convertases, elle a été clonée en 2003 par le groupe de Nabil Seidah a partir d’'une
banque d’ADNc issue de neurones en culture primaire en apoptose !. Elle était
initialement dénommée NARC-1 (Neural Apoptosis-Regulated Convertase-1). Dans le
méme temPNC, I'équipe de Catherine Boileau identifiait PCSK9 comme étant le 3eme
géne impliqué dans I'hypercholestérolémie familiale autosomique dominante, grace au
séquengage génétique dans I'hypercholestérolémie familiale (HF) de patients francais
atteints d’'une HF sévere sur plusieurs générations mais qui ne portent pas les
mutations connues des genes du LDL-récepteur (LDL-R) ou de l'apolipoprotéine B
(APOB) 18, En effet, des mutations « gains de fonction » de PCSK9 ont été retrouvées

chez 2 familles francgaises avec une hypercholestérolémie familiale (HF) en 2003.
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Les expérimentations sur un modéle animal ont permis de clarifier la situation :

En 2004, des expériences effectuées sur des souris ont montré que la surexpression
de la PCSK9 diminuait le taux de LDL-R a la surface des hépatocytes sans impacter
la synthése de ces récepteurs. Les souris « transgéniques » surexprimant la PCSK9
avaient un taux de cholestérol total plasmatique doublé, di a une augmentation du
LDL-c et un taux de non HDL-c quintuplé. Le phénotype des souris surexprimant la
PCSKA9 était quasiment similaire a celui des souris knock-out (KO) pour le géne codant
pour le LDL-R 19,

Alinverse, en 2005, d’autres expériences sur des souris knock-out pour la PCSK9 (ou
avait été supprimé le géne PCSK?9), présentent des taux plus élevés de protéines LDL-

R dans le foie et 42% de cholestérol total en moins, avec une baisse de 80% du LDL-
c 20,

En 2005, chez les 6.000 participants de la cohorte «Dallas Heart study», sont
découverts chez des sujets porteurs de mutations typiguement destructrices du
PCSK9, des taux de LDL-c de 40% inférieurs aux individus sans mutation 2! et

également un risque plus faible de maladie coronarienne (Figure 7).

L’inactivation du géne de la PCSK9 associé a une augmentation du nombre de LDL-
R et une diminution des taux plasmatiques de cholestérol, soulignent l'intérét de
I'inhibition de cette protéine. De plus, il a été observé chez des souris sous lovastatine
une augmentation de la synthése dARNm de LDL-R mais également d’ARNmM de
PCSK®9, via SREBP-2. Cela montre également I'intérét de I'association d’un inhibiteur

de la PCSK9 aux statines pour potentialiser leur effet hypocholestérolémiant 2°.

Le développement des inhibiteurs de la PCSK9 comme cible thérapeutique potentielle
dans le traitement de I'hypercholestérolémie a été la démonstration en 2006, des
variants génétiques « perte de fonction de la PCSK9 » étaient associés a une baisse
de 15 a 28% du LDL-cholestérol (LDL-c) et & une diminution de la survenue des
événements cardiovasculaires a 15 ans de 47 a 88% selon les ethnies 2. Cette étude
pilote démontrait clairement que I'inhibition de PCSK9 était a la fois bénéfique sur le

plan cardiovasculaire et apparemment sans danger.
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1.3. Structure PCSK9

La PCSK9 est une protéine de 692 AA de poids moléculaire de 60 kDa sous sa forme
mature active et sécrétée. Son géne est localisé sur le chromosome 1 humain p32.3

et comprend 12 exons formant un cDNA de 3617pb 2223,

La protéine codée par PCSK9 possede une structure cristalline divisée en 4 domaines

24 . - Le peptide signal (SP), une séquence signal

- Le prodomaine ou le domaine N-terminal

- Le domaine catalytique

- Le domaine C-Terminal ou domaine V riche en cystéine et histidine (CHRD).

Le prodomaine s'étend des résidus 61 a 152, et l'autocatalyse rompt la liaison
peptidique entre GIn152 et Serl53. Le domaine catalytique s'étend des résidus 153 a
447 mais posseéde deux boucles dépourvues de densité électronique. Le domaine V
s'étend des résidus 452 a 683 avec deux régions désordonnées 2°.

La structure tridimensionnelle de la protéine PCSK9 (Figure 4) présente les trois
domaines principaux : le pro (en pourpre), le catalytique (en gris) et le V (en bleu). Par
analogie avec les enzymes mieux caractérisées de cette famille de subtilases 25, le
domaine pro sert de chaperon intramoléculaire et d’inhibiteur transitoire, le domaine
catalytique contient la poche active de I'enzyme et domaine V pourrait influencer la

sensibilité au pH et les interactions entre protéines.

Ser153

4 ’V\, Catalytic domain

L —

Pro-domain V domain
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Figure 4. Structure cristallographique du PCSK9: Diagramme en rubans de la structure PCSK9 avec
le pro-domaine en magenta, le domaine catalytique en jaune-blé et le domaine V en bleu. Thr61 marque

le premier résidu observé et GIn152 marque I'extrémité C du prodomaine. Ser153 marque I'extrémité N

du domaine catalytique (d'aprés Piper et al.) 2°.

1.4. Mécanisme d’action de PCSK9

La protéine PCSK9 est principalement exprimée au niveau hépatique ou elle est
sécrétée par le foie.

La PCSK9 subit un autoclivage dans le réticulum endoplasmique, progresse dans
'appareil de golgi et est finalement sécrétée dans le sang, le peptide libéré par
l'autoclivage, correspondant au prodomaine. Contrairement aux prodomaines des
autres proconvertases qui peuvent étre a nouveau clivés a distance du site de
synthése de l'enzyme libérant ainsi leur activité enzymatique, les études de
cristallographie démontrent que le prodomaine de la PCSK9 demeure lié a la protéine,
une fois celle-ci sécrétée dans le plasma 2. Elle a une demie- vie courte (environ 5 min)

et agit trés rapidement et préférentiellement sur le LDL-R hépatique.

La PCSK9 dégrader le récepteur LDL (LDL-R) de maniere post-transcriptionnelle. Elle
circulante se lie aux LDL-récepteurs (LDL-R) par son domaine catalytique qui se lie au
domaine EGF-A de la LDL-R, et le complexe résultant PCSK9-LDL-R est ensuite dirigé
dans les lysosomes pour la dégradation, diminuant les LDL-R a la surface cellulaire et
augmentant les LDL circulants. A l'inverse, I'absence ou l'inhibition de la PCSK9
permet aux LDL-R d’étre recyclés a la surface de I'hépatocyte de nombreuses fois,

afin de capter et métaboliser plus de LDL circulants pour en diminuer le taux sanguin
(fig.5).

En I'absence de PCSK9, la lipoprotéine LDL, riche en cholestérol, se lie a son
récepteur et I'ensemble subit une endocytose. Alors que la particule de LDL est
orientée vers les lysosomes, ou ses composants sont métabolisés ou recyclés, le
récepteur des lipoprotéines de basse densité (LDL-R) est redirigé vers la surface de
'hépatocyte pour capturer une nouvelle particule de LDL. La PCSK9 circulante

interrompt ce cycle en se liant au domaine extracellulaire du LDL-R, agissant ainsi
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comme une protéine chaperon, 'ensemble subit une endocytose mais, au lieu de
repartir vers la membrane, le LDL-R et la PCSK9 sont détruits dans les lysosomes 2.
Par conséquent, la concentration de LDL-récepteur a la membrane cellulaire se réduit
et empéche alors I'assimilation du cholestérol sanguin dans la cellule. On a donc une
augmentation de la concentration de cholestérol circulant ou plasmatique. En d’autres
termes, plus les concentrations de PCSK9 sont élevées, moins la quantité de LDL-
récepteur présent a la surface des hépatocytes est importante et plus la

cholestérolémie augmente.

& VLDL
X =
; ©

@ Endosomes

¥ ~  Degradation? 8 > 3 ‘
‘ ‘\‘:\_1‘ ‘
v > Degradation? *j, v ‘ <

: % @I ProPCSK9
& <> PCSK9

/% ic mm Clathrin

B Nucleus '

¥ LDLR mature
Lysosome
Golgi

'AER

Figure 5. PCSK9 est transcrit et traduit sous forme d’un précurseur inactif : pro-PCSK9. Au cours
de son transport dans le réticulum endoplasmique, pro-PCSK9 subit un autoclivage en libérant le
prodomaine, qui reste néanmoins attaché a la protéine. PCSK9 mature est sécrétée par I'hépatocyte et
se lie au récepteur au LDL au niveau de son domaine extracellulaire EGF-A. La liaison de PCSK9 avec

le LDLR interrompt son recyclage a la membrane en le dirigeant vers la voie de dégradation lysosomale,

contribuant ainsi a I'hypercholestérolémie. Figure adaptée de Costet P, Krempf M, Cariou B 2,

1.5. La Reégulation de la PCSK9

L’expression du géne PCSK9 est régulée par le facteur de transcription SREBP-2
(Sterol Regulatory Element-Binding Protein-2), le méme qui régule aussi I'expression
du récepteur aux LDL. Ainsi, les statines qui augmentent I'activité de ce facteur de

transcription SREBP-2 par le biais d’'une diminution du cholestérol intracellulaire,
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déclenchent non seulement la synthese de plus de LDL-R, mais augmentent aussi la
production et I'activité des protéines PCSK9 qui dégradent ces récepteurs 2’. Ces deux
effets opposés contribueraient donc a limiter I'effet hypocholestérolémiant des
statines. On voit ici l'intérét d’'une approche thérapeutique combinant statine et
inhibiteur de la PCSKO.

Il a également été démontré par Philippe C. et al. que ce géne était régulé positivement
par SREBP-1c en réponse a I'insuline ou aux ligands du récepteur nucléaire LXR (liver
X receptor) 28, Alors que le SREBP-2 favorise généralement la transcription de genes
de la synthése du cholestérol, le SREBP-1c active plutdt des génes de la synthése
des acides gras. De facon surprenante, ils ont aussi montré que le PCSK9 était régulé
négativement par le jelne et les ligands de PPAR alpha, un facteur de transcription
essentiel au catabolisme des acides gras 2°. En général, 'expression de ce géne va
dépendre de facteurs impliqués dans le métabolisme du cholestérol mais aussi des

acides gras.

PPAR«a
Jeiine

Cholestérol

|

PCSK9

Statines t

SREBP-1c

e N

Nourris, jeiine

Figure 6 : La régulation de la pcsk9 : PCSK9 est sous l'influence de divers facteurs de transcription
qui activent ou répriment I'expression du géne suivant la nature du stimulus : peroxisome proliferator

activated receptor alpha (PPARa), liver X receptor (LXR) et sterol response element binding protein

(SREBP) 2 et 1c. 28.
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1.6. RobledelaPCSK9

La pro-protéine convertase subtilisine kexine de type 9 (PCSK9) est une sérine
protéase qui joue un rble clé dans la régulation de la fonction des récepteurs
hépatiques des lipoprotéines de basse densité (LDL-R) 0. En effet la PCSK9 comme
tous les convertases, clive les précurseurs de différentes protéines. Elle est
responsable de la dégradation des LDL-R (récepteurs des lipoprotéines des LDL)
principalement au niveau des hépatocytes, ce phénomene ralentit le captage et la
dégradation du LDL-c et augmente ainsi la concentration du LDL-cholestérol
plasmatique, permettant ainsi d’assurer I'apport nécessaire de cholestérol a la cellule
23, Et par conséquent conduit a un dép6t de LDL dans les vaisseaux sanguins. D’ou

son implication dans I'hypercholestérolémie familiale.

L’hypercholestérolémie familiale autosomique dominante est une des maladies
héréditaires les plus fréquentes et constitue une des causes majeures

d’athérosclérose et de ses complications cardiovasculaires.

1.7. Mutations du gene PCSK9

Les variations des nucléotides dans le gene PCSK9 ont été liees a I'hypo et I'hyper-

cholestérolémie. Deux types de mutations ont été identifiés sur le géne :

» Les mutations de type «gain-de-fonction» identifiés en 2003 par Abifadel M. et
collaborateurs 4, qui augmentent le taux ou I'affinité de la PCSK9 pour le LDL-
R, entrainant une dégradation plus importante des récepteurs et donc
augmentant le taux de LDL-c circulant. Un méme phénotype
('hypercholestérolémie) est di0 a des mutations qui touchent des régions
différentes de la protéine (S127R, D374Y, F216L et N157K) et suppriment ou
non le clivage de la forme précurseur de PCSK9 (pro-PCSK9). Ces mutations

sont associées a un risque cardiovasculaire important.
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» Les mutations de type « perte-de-fonction » ont été décrites en 2005 par Cohen
JC. et collaborateurs 2%, diminuent le taux de PCSK9 ou l'affinité de la PCSK9
pour le LDL-R, il y a donc plus de LDL-R & la surface des hépatocytes pour
capter le cholestérol et ainsi entraine une hypocholestérolémie chez ces
personnes. L’hypocholestérolémie est liée a plusieurs mutations sur le géne
PCSK9. Deux mutations non-sens hétérozygotes (Y142X et C679X) furent
identifiées chez 7 des 64 Noirs (Afro-Américains) genotypés par Cohen JC et
al. en 2005, représentant 1,8 % de la population totale dans le comté de Dallas.
Moins élevé qu’en Afrique avec 3,3% de la fréquence porteuse combinée pour
la mutation C679X dans une étude de 520 échantillons d'ADN ouest-africains,
de différents groupes ethniques recrutés au Burkina Faso, au Bénin et au Togo,
par Francine Sirois et al en 2008 3!. Ces mutations étaient associées a une

diminution du LDL-c de 40 % en moyenne.

R496W
bt
R469W
drtebddel
N425S
P GOF
A220T H417Q F515L
_— T T
R218S D374Y E482G
_— T T
S127R F216L R358H H553R EG70G
Catalytic
c.43-44insCTG N157K L253F H391N Q554E Ce79X
n n a * *
R46L Y142X R237W N415S Q619P
i — el
A53V A443 LOF
E57K 1474V
———
del97L
—_——
G106R

Figure 7 : Polymorphismes identifiés et leur impacts ’.
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Partie 2 : Rappel sur le cholestérol et les lipoprotéines

2.1. Le Cholestérol

Le cholestérol est une molécule lipidigue appartenant a la famille des stérols (un
stéroide alcool mono-insaturé), un lipide simple indispensable au fonctionnement des
organismes vivants. Le cholestérol est la substance lipidique la plus abondante du
monde animal, c’est la plus importante du point de vue métabolique et d’intérét
meédical. Il est présent dans toute les cellules et peut se présenter sous deux formes :
la forme libre non associée et la forme estérifiée liée a un acide gras pour former les

stérides 32

2.2. La Structure du Cholestérol

La molécule de Cholestérol posséde 27 atomes de carbone, constituée de quatre
cycles carbonés qui constituent le noyau stérol dont 3 cycles pyraniques (a6 C) A, B
et C et 1 cycle furanique (a 5 C) D appelés noyau stérane, d’une fonction OH en C3,
ce groupe chimique constitue la téte polaire, est donc la partie hydrophile du
cholestérol. Cette fonction OH du cholestérol peut étre estérifiée par un acide gras qui
rend la molécule totalement apolaire et insoluble dans I'eau. La molécule présente
également une double liaison entre C5 et C6 sous sa forme libre ou d’un acide gras
fixé sur le groupement OH quand il est estérifié, ce qui le rend totalement apolaire.

Groupement  _—————_ 2

méthyle, - w~. HeC H |-||
CH; ~ N/ = =
,f " N+ CH, /” C—CH;,
. C g
/ W M \ }H;./ %Hz |
CH, oz » CH;

|
I Queue hydrocarbonée

/
HO™ /' Structure de la molécule

* 4 & # N
T \\ // de cholestérol
Groupement “~__ =7
T &G Dolisi
hydroxyle | o5 4 cycles A, B, C et D du noyau stérol Forges e
Figure8: Structure de Ila molécule de cholestérol. Source . httPNC://www.bio-

top.net/Physiopathologie/Physiopatho atherosclerose.htm.

Mme Henda DOUCOURE These de Pharmacie 2019 14


https://www.bio-top.net/Physiopathologie/Physiopatho_atherosclerose.htm
https://www.bio-top.net/Physiopathologie/Physiopatho_atherosclerose.htm

2.3. Roles du cholestérol

Le cholestérol est une molécule indispensable a la physiologie animale. Son role est

double : structural et métabolique 3.

Fonction structurale :

Le cholestérol est, en s’associant avec des phospholipides et d’autres protéines, I'un
des constituants lipidiques des membranes cellulaires (10% du poids sec) et, dans une
moindre mesure de la membrane des organites. Ou il régule la répartition des
protéines membranaires. De par sa structure tétracyclique rigide, le cholestérol réduit
la fluidité dans la biomembrane. La fluidité des membranes diminue quand la quantité
de cholestérol membranaire augmente. Il est abondant dans les structures myélinisées
du systeme nerveux central (25% du cholestérol de I'organisme dans le cerveau). ;

assurant ainsi la coordination de la transduction du signal.

Fonction métabolique :

Le cholestérol est le précurseur de la synthése :

» Des acides biliaires dans le foie, constituant majeur de la bile et indispensables
a la digestion des lipides ;

> Des hormones stéroides dans les organes stéroidogéenes (corticosurrénale,
gonades et placenta) ;

» Du cholécalciférol (vitamine D3) dans la peau, joue un role dans ’homéostasie

calcique.
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2.4. Les sources et devenir du cholestérol

Le cholestérol est le chef de file des stérols. Il est spécifique des eucaryotes et est bien
représenté chez les animaux. Le cholestérol sanguin a une source a la fois exogéne
ou alimentaire et endogene donc provenant des tissus, notamment hépatiques ou

intestinaux (Estérifié).

Le cholestérol exogéne (environ un tiers) d'origine alimentaire (animale), ce
Cholestérol alimentaire est absorbé par les entérocytes, intégré dans les

Chylomicrons, et transporté jusqu’au foie via le systeme porte.

Le cholestérol endogéne (environ deux tiers) dont la biosynthése s’effectue dans
toutes les cellules de I'organisme mais surtout le foie, l'intestin, la peau et autres
comme les glandes surrénales, testicules/ovaires... Notre corPNC produit lui-méme la
majeure partie de son cholestérol et assure ainsi une quantité suffisante de cette
substance vitale. La production journaliere s’éléve de 1 a 2 grammes, ce qui couvre
suffisamment les besoins journaliers méme lors d’alimentation enti€rement dépourvue

de cholestérol.

2.5. Le métabolisme du cholestérol

Le foie est I'organe central du métabolisme du cholestérol. Elle en fabrique jusqu'a 1,2

g/jour et il est aussi synthétisé dans les glandes surrénales.

La synthése du cholestérol s’effectue principalement dans le réticulum endoplasmique
des cellules. Le précurseur de la synthése du cholestérol est I'acétylcoenzyme A qui,
par une succession de condensation, donne lieu a Hydroxyméthylglutaryl-Coenzyme
A (THMG-CoA), ou 'HMG-CoA-synthétase y joue un réle régulateur. On a ensuite
I'action de 'THMG-CoA réductase, des réactions de phosphorylation, de condensation,
entre autres, afin d’arriver au squaléne. Les derniéres étapes peuvent se dérouler

selon plusieurs voies convertissant alors le lanostérol en cholestérol 34,
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Cette biosynthése du cholestérol se déclenche que lorsque I'apport exogéne, c’est-a
dire I'apport alimentaire, est insuffisant. Les lipides alimentaires sont absorbés gréace
a l'intervention des acides biliaires qui créent une émulsion au niveau du duodénum.
On a alors une hydrolyse des triglycérides par des enzymes, dont la lipase et la
phospholipase pancréatique, pour aboutir a des monoglycérides et des acides gras
qui diffusent a travers la membrane entérocytaire. Puis, c’est par un systéme de
transport que ces lipides peuvent étre amenés aux tissus periphériques puis au final

au foie, lieu central du métabolisme lipidique.

Le cholestérol est présent dans les tissus et dans les lipoprotéines plasmatiques sous
forme de cholestérol libre ou, combiné a un acide gras a longue chaine, sous forme

d'ester de cholestérol.

2.6. Métabolisme des lipoprotéines

2.6.1. Structure des lipoprotéines

Les lipoprotéines sont des particules formées de lipides et de protéines

(apolipoprotéines) dont la fonction est de permettre la circulation des lipides dans le

sang.

Ce sont des macromolécules sphériques de taille et composition variables. Leur
structure générale est identique. Elles sont formées d’un corPNC lipidique hydrophobe
contenant essentiellement des triglycérides et des esters de cholestérol, enrobés
d’'une monocouche de lipides polaires constituée de phospholipides et de cholestérol
libre. Des protéines spécifigues, nommeées apolipoprotéines (Apo), a la surface des
lipoprotéines assurent la stabilité de la macromolécule et en contrdlent le devenir
métabolique. Les lipoprotéines se groupent en plusieurs classes selon leur origine,

composition chimique et propriétés physiques 3°.
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Figure 9. Structure d’une lipoprotéine : La lipoprotéine est une structure sphériqgue composée d'un

ceeur de cholestérol estérifié et de triglycérides (TG), entourée par une couche de phospholipides et de

cholestérol libre dans laquelle sont encastrées des apolipoprotéines 35,

2.6.2. Les différents types de lipoprotéines

En fonction de leur densité, on distingue cing types du moins dense au plus dense. On
a : les chylomicrons, les VLDL (Very Low Density Lipoprotein), les IDL (Intermediate
Density Lipoprotéin), les LDL (Low Density Lipoprotein) et les HDL (High Density
Lipoprotein). Ces lipoprotéines intestinales, transportent les triglycérides et le

cholestérol d’origine alimentaire vers les tissus de stockage.

% Les chylomicrons

Un chylomicron est une lipoprotéine qui a pour fonction de transporter les lipides de
l'alimentation vers le foie et d'autres tissus. lls sont synthétisés dans les cellules de
la paroi intestinale (entérocytes) d'ou ils passent dans le plasma sanguin. lls sont le
plus grand type de lipoprotéine, dépassant 100 nm. Sa composition est de 90%
de triglycérides, 7% de phospholipides, 1% de cholestérol et 2%
de protéines spéciales appelées apolipoprotéines. Dans des circonstances normales,

il n'y a pas de chylomicrons dans le sang aprés un jedne de 12 heures.
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Les chylomicrons transportent les graisses alimentaires absorbées dans l'intestin,

contournant le foie, via le systéme lymphatique dans la grande circulation sanguine et

ont approximativement la composition suivante:

Source :

X/

X/

X/

1% de protéines;

4% de cholestérol et d'esters de cholestérol;
5% de phospholipides;

90% de triglycérides.

httPNC://www.aguaportail.com/definition-6129-chylomicron.html consulté le 16/08/2019

Les VLDL « Very Low Density Lipoproteins » constituent moins de 15 % des
lipoprotéines du plasma a jeun. Il assure la distribution des triacylglycérols
d’origine hépatique et le cholestérol endogéne.

Apres sécrétion dans le systeme intravasculaire, elles subissent une hydrolyse
de leurs TG par la LPL et la lipase hépatique (Hepatic lipase, HL). Cette étape
entraine une réduction progressive du cceur hydrophobe des VLDL qui
deviennent successivement des lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL)
puis des LDL.

Les IDL « intermediary density lipoprotein » se forment a la suite des VLDL,
précurseurs de la formation des LDL. Participent aux transports des lipides
endogenes du foie vers les tissus utilisateurs.

Les LDL «le « mauvais» transport de cholestérol » constituent 55 % des
lipoprotéines du plasma a jeun. Trés riches en cholestérol estérifié, issues du
remaniement des IDL. lls se forment aprés I'action d’enzymes sur le VLDL et
assurent la distribution du cholestérol aux tissus. Le LDL transporte le
cholestérol aux différents endroits du corPNC ou, grace a des prises de
réception spéciales, il peut pénétrer dans les cellules. Lorsque l'offre en
cholestérol est plus importante que la capacité d’assimilation de la cellule, le
LDL peut se déposer sur les parois vasculaires. Au fil du temPNC, le vaisseau
devient de plus en plus étroit et on aboutit & une calcification des arteres

(athérosclérose), un des facteurs de risque les plus importants des maladies
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cardio-vasculaires. C’est pourquoi la concentration de cholestérol LDL doit étre

la plus faible possible dans le sang.

X/
°e

Le HDL - le « bon» transport de cholestérol » d’origine essentiellement
hépatique mais aussi intestinale, il est riche en cholestérol estérifié qu’ils
ramenent des tissus vers le foie. Les HDL sont par contre de bonnes formes de
transport de cholestérol. Elles captent 'excédent de cholestérol des cellules et
du sang et le retransportent dans le foie. Le HDL peut méme redissoudre le
cholestérol déja fixé sur les parois vasculaires. Il fait donc obstacle de facon
décisive a la formation d’athérosclérose. C’est pourquoi plus il y a d’HDL, mieux

Ccest!

2.6.3. Le transport du cholestérol

Le cholestérol est une substance adipeuse et est en soi insoluble dans le sang. Il a
besoin d’'une substance transporteuse qui assurera son transport sanguin vers les
cellules qui vont le transformer. Le cholestérol est entouré par une enveloppe de
protéine hydrosoluble, 'apoprotéine. L’association d’apoprotéine et de lipides donne
lieu a des lipoprotéines hydrosolubles qui sont formées dans le foie et qui vont assurer

le transport du cholestérol jusque dans les cellules de I'organisme.

2.6.4. Les Apolipoprotéines Apo(s)

Les lipoprotéines sont caractérisées par la présence de protéines spécifiques de poids
moléculaire variable a leurs surfaces appelées les apolipoprotéines. Elles ont une
double fonction, de structure et de régulation métabolique. Elles assurent la cohésion
du complexe lipidique et sa solubilisation et agissent également comme activateurs
des enzymes (lipoprotéine lipase (LPL), lipase hépatique, |écithine-cholestérol-acyl-
transférase (LCAT)) du métabolisme des lipides a la surface de ces lipoprotéines et

aussi en tant que ligands pour des récepteurs a la surface cellulaire 3.

Il existe différentes sous-classes d’apolipoprotéines (Al, All, B100, C, D, E...) et
I'association de plusieurs types d’entre elles sont a l'origine des sous-populations au

sein des lipoprotéines 6.
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Les apolipoprotéines A-l et A-lIl sont les principales apolipoprotéines des HDL.
L’apolipoprotéine B100 est la principale apolipoprotéine des VLDL et de LDL.
L’apo B fait partie intégrante de la lipoprotéine sécrétée par I'hépatocyte jusqu’a son
catabolisme final. L’apolipoprotéine B48 est la principale apolipoprotéine des
chylomicrons. Contrairement a I'apolipoprotéine B, I'apolipoprotéine E et les Apo Cs
sont transférables entre différentes lipoprotéines. Elles sont sécrétées par le foie et

l'intestin probablement sous forme libre.

L’apolipoprotéine A [apo (A)], qui est associée a I'apo B par un pont disulfure, a un réle
marginal dans le métabolisme des lipides plasmatiques. Elle est la protéine
caractéristique de la Lp (A) .

2.6.5 Les LDLR

Le récepteur des LDL (LDLR) est une protéine transmembranaire, présente a la
surface des cellules des tissus périphériques fortement demandeurs en cholestérol.
Sa découverte par Michael S. Brown et Joseph L. Goldstein, les lauréats d’u prix Nobel

en 1985 37, a permis de comprendre le mécanisme d’épuration hépatique du LDL-c.

En effet il intervient dans I'absorption hépatique du LDL plasmatique et contribue ainsi
a I'élimination du cholestérol plasmatique 8. Il est au cceur de 'hnoméostasie du
cholestérol, permettant 'endocytose des particules LDL, I'apport de cholestérol aux

tissus et son catabolisme 22

Les LDL-récepteur (ou récepteur B/E) reconnaissent les apoprotéines B et E (Apo B
et Apo E) des LDL et IDL. L'apo B48 n’est pas reconnu par ce récepteur. L'interaction
du récepteur avec une lipoprotéine stimule l'internalisation du complexe ainsi formé
dans des vésicules de clathrine afin de subir une dégradation lysosomale. Les
lipoprotéines captées par le récepteur sont dégradées et leurs différents composants
sont recyclés 3. Une fois les récepteurs recyclés a la surface des hépatocytes, ils
peuvent capter a nouveau d’autres particules de LDL-C. La voie LDL récepteur
dépendante semble étre concernée dans les hypercholestérolémies liées a des

mutations du géne PCSK9 2,
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Partie 3 : Paludisme et Plasmodies

3.1. Le Paludisme

Le Paludisme (malaria en anglais) est une érythrocytopathie fébrile due a des parasites
du genre Plasmodium transmis d'une personne a lautre par des piqlres
principalement nocturnes de moustiques anopheles infectés, appelés « vecteurs du

paludisme ».

Certains groupes de population sont plus vulnérables a une telle infection : les femmes
enceintes, les nourrissons, les enfants de moins de 5 ans, les personnes porteuses du
VIH ou atteintes du sida, les migrants non immunisés, les populations itinérantes et
les voyageurs. Ces personnes sont plus a risque de développer une forme sévéere de

la maladie 3°.

Il constitue aujourd'hui encore la plus importante endémie parasitaire au monde. Il est
encore présent dans 91 pays du globe “°. Cette maladie, surtout importante pour les
populations vivant en zone d’endémie (zone intertropicale) ou les conditions
climatiques sont favorables toute 'année ou de fagon saisonniére a la vie des especes
de moustiques vecteurs. On estime que prés de la moitié de la population mondiale vit

en zone d’endémie.

En 2017, on estimait a 435 000 le nombre de déces dus au paludisme dans le monde,
contre 451 000 en 2016 et 607 000 en 2010 et c’est les enfants de moins de 5 ans qui
constituent le groupe le plus touché par le paludisme. En 2017, ils représentaient 61%
(266 000) de tous les déces dus au paludisme dans le monde. Un enfant meurt du
paludisme toutes les deux minutes 4'. La Région africaine de 'OMS a été a l'origine
de 93% de tous les déces dus au paludisme en 2017, et pres de 80% de ces déces
étaient concentrés dans 17 pays de la Région africaine de 'OMS et en Inde.

Le rapport de 'OMS sur le paludisme publié le 29 novembre 2017, indique une
stagnation des progres, voire une augmentation des chiffres mondiaux en 2016 par
rapport a 2015. En 2016 deux cent seize millions de cas de paludisme ont été

dénombrés dans 91 pays, soit une augmentation par rapport aux deux cent onze
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millions soit 5 millions de cas de plus enregistrés en 2015 %°. Il en est de méme pour
2017 avec une estimation de 219 millions de cas de paludisme dans le monde, Dr
Tedros Adhanom Ghebreyesus, Directeur général de I'Organisation mondiale de la
Santé (OMS) affirme également qu’entre 2015-2017 une absence de progres
significatifs dans la réduction du nombre de cas de paludisme dans le monde de

maniere générale 41,

Néanmoins, selon le rapport de 2017 au niveau mondial ainsi que celui de 2018,
l'incidence de paludisme est en baisse de 18% : elle a passé de 76 cas pour 1 000
habitants exposés au risque en 2010 a 63 pour 1000 en 2016. La Région Asie du Sud-
Est a enregistré la baisse la plus marquée (48%), suivie de la Région des Amériques
(22%) et de la Région Afrique (20%).

Le ralentissement des progrés peut s’expliquer par 'émergence de la résistance aux
antipaludiques, d’ou l'urgence de trouver des solutions alternatives, telles que la
protection des molécules déja existante et le développement de nouvelles molécules

thérapeutiques.

3.2. Le Plasmodium

Le genre Plasmodium est un protozoaire de l'ordre des Haemosporidae, de
'embranchement des Apicomplexa. Cet embranchement est caractérisé par la
présence d’'un complexe apical généralement constitué d’'un conoide qui aide a la
pénétration dans la cellule héte, d’'un anneau polaire et de rhoptries, qui probablement
sécretent une enzyme protéolytique ainsi que des microtubules sous membranaires,
qui assurent la mobilité de la cellule. Il est composé d’organismes unicellulaires

eucaryotes, parasites intracellulaires obligatoires.

Il existe de tres nombreuses espéeces de plasmodium (plus de 140), dont seulement 5
espéces responsables du paludisme chez I'homme, il s’agit de Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae et

Plasmodium knowlesi, parasite habituel des singes (macaques) d'Asie qui vient de
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passer recemment chez I'homme, des cas de paludisme dus a cette cinquieme espece

ont été signalés vers 2004 #2.

Des études récentes ont identifié deux sous espéces sympatriques de I'espéece

Plasmodium ovale : P. ovale wallikeri et P. ovale curtisi. Ces deux sous espéces sont

distinctes, uniquement distinguables par des méthodes moléculaires telles que la PCR
43

Les deux les plus fréquentes et les plus dangereuses espéces sont P. falciparum et P.

vivax :

» Plasmodium falciparum est I'espéce la plus pathogene causant le paludisme
humain. En effet P. falciparum est celui qui est le plus largement répandu a
travers le monde surtout sur le continent africain 44, qui développe des
résistances aux antipaludiques et qui est responsable de la plupart des cas
mortels dans le monde. Sa période d’incubation s’étend de 7 a 12 jours #°.

» Plasmodium vivax qui est le parasite prédominant dans les zones d’endémie
en dehors de I'Afrique sub-saharienne principalement en Asie et en Amérique
du sud 45, rarement létale mais provoquant des rechutes périodiques
(‘relaPNCe’). Cette espece de Plasmodium se différencie des autres espéces

par une période d’incubation plus longue allant de 15 a 21 jours .
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3.3. LaBiologie du parasite

Le cycle se déroule successivement chez 'lhomme (phase asexuée chez I'héte
intermédiaire ou réservoir) et chez I'anophéle femelle (phase sexuée chez I'héte
définitif) (Fig. 10).

Cycle chez I'homme

Chez 'homme le cycle est lui-méme divisé en 2 phases

La phase hépatique ou pré-érythrocytaire (= exo-erythrocytaire), elle correspond a la
phase d’incubation, cliniquement asymptomatique et la phase sanguine ou

érythrocytaire, elle correspond a la phase clinique de la maladie #2.

» Phase exo-érythrocytaire :

Au cours de la piqlre, 'Anophéle femelle infectée injecte dans un capillaire des
sporozoites. Les sporozoites transitent dans la circulation générale et, en quelques
minutes, ils envahissent les hépatocytes grace a une interaction spécifique entre la
protéine majeure de surface du sporozoite et un récepteur spécifique situé sur la
membrane plasmique de I'hépatocyte du c6té de l'espace de Disse, espace

directement en contact avec le sang circulant.

Le sporozoite entre alors dans une phase de réplication, au sein de la vacuole
parasitophore, et de prolifération intracellulaire qui repousse en périphérie le noyau de
la cellule et finit par constituer une masse multinucléée appelée schizonte qui conduit
a la libération de plusieurs dizaines de milliers de mérozoites dans la circulation (Fig.
10). Cette phase de multiplication est asymptomatique et dure de 8 a 15 jours, selon
les especes. Contrairement a P. vivax ou certains parasites peuvent rester dans le foie
sous forme dormante durant des semaines, voire des mois ou des années 4’ : ces
formes sont appelées « hypnozoites » et sont responsables des rechutes
freqquemment observées aprés une infection a P. vivax, le P. falciparum ne possede

pas de formes de persistance hépatique ou hypnozoites.
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» Phase intra-érythrocytaire :

Seule cette phase sanguine est responsable des symptdomes qui peuvent étre
d'intensité variable. Les mérozoites libérés lors de la rupture de I'hépatocyte vont
débuter le cycle sanguin asexué de prolifération du plasmodium en infectant les
érythrocytes. Les érythrocytes sont infectés a la suite de I'attachement et de l'invasion
par le mérozoite. Diverses phases du développement du parasite peuvent étre
observées pendant le cycle érythrocytaire de 48 h chez P. falciparum, c'est-a-dire la
différenciation du mérozoite au sein de la vacuole parasitophore en anneau, puis en
trophozoite, stade a partir duquel une intense phase réplicative commence, il donne
alors naissance au schizonte 8. Celui-ci aprés segmentation montre une forme
caractéristique de rosace, puis libere 8 a 32 mérozoites qui rapidement réinfectent des
érythrocytes sains.

L'apparition des gamétocytes a lieu en général la deuxiéeme semaine qui suit
I'infection et ces formes peuvent persister plusieurs semaines apres la guérison. A la
suite d'une nouvelle pigdre par une Anophele, les gamétocytes males et femelles (au

dimorphisme sexuel marqué) sont ingérés avec le repas sanguin.

Il est important de noter que I'érythrocyte, ne possédant pas de systéme de
synthése et de transport des protéines et n’exprimant pas de molécules du MHC de
classe | ou Il a sa surface, est un refuge idéal pour un parasite qui doit perdurer de

longues périodes chez son hoéte, afin d’étre transmis au moustique.

Cycle chez I’Anophéle

Lors d’'un repas sanguin sur un individu infecté, 'Anophéle femelle ingére des
gameétocytes, a potentiel sexuel male ou femelle. Ceux-ci parviennent dans l'estomac
du moustique et se transforment en gameétes. Le gamete male subit un processus
d'exflagellation a la suite duquel les gamétes femelles sont fécondés. La fécondation
a alors lieu dans le tractus digestif. Il en résulte un zygote appelé ookinéte ; celui-ci
s'implante sous la paroi stomacale en formant l'oocyste. Cette bréve phase diploide
s’achéve par une division méiotique et est suivi par plusieurs milliers de mitoses qui

conduisent au développement de sporozoites (jusqu’a 20 000 sporozoites par
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sporogonie). Les sporozoites gagnent préférentiellement les glandes salivaires du
moustique d’ou ils pourront étre injectés avec la salive lors d'une piqQre infestante.

Chez le moustique, I'ensemble de ce cycle se déroule en 10 a 40 jours, suivant la
température extérieure et les especes en cause.
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Figure 10. Cycle évolutif du Plasmodium 4°
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3.4. Perturbations métaboliques du Cholestérol aucours
du paludisme

Le paludisme est impliqué dans la régulation du cholestérol. L'hypercholestérolémie et
I'hypertriglycéridémie ont été observées dans le paludisme non compliqué et

compliqué °.

Les lipides sont des modulateurs importants de la stabilité membranaire de

I'érythrocyte normal, lui-méme inapte a les synthétiser 6.

Il a été observé que le cholestérol membranaire joue un réle dans la pathogenése,
I'évasion immunitaire et des manifestations cliniques du paludisme a P. falciparum >,
Une étude menée en Arabie Saoudite a montré qu'il existe une corrélation inverse

significative entre la parasitémie et le taux de cholestérol chez les patients 2.

Les stades érythrocytaires du Plasmodium n'ont pas de lipides en réserve et sont
incapables de synthétiser eux-mémes acides gras ou cholestérol de novo. lls sont
obligés d'incorporer des lipides de leur environnement chez I'héte pour satisfaire aux
besoins de lipoprotéines de la schizogonie %3. Au cours de son développement intra-
érythrocytaire, le parasite établit des structures de liaison avec I'érythrocyte hote,
produisant des changements dans la membrane érythrocytaire afin d'assurer sa
nutrition et sa survie %4 Les variations dans la teneur en lipides de I'érythrocyte parasité
ont comme conséquence des modifications dans la rigidité et la perméabilité de la

membrane érythrocytaire.

Cependant, il a été rapporté par Vial Hj et al. en 2003 que, le génome de P. falciparum
contient des géenes similaires a ceux de la voie de synthése des acides gras de type
Il. Les produits protéigues de ces génes sont situés dans l'apicoplaste et permettent
la production d'acides gras, dont certains sont uniques au parasite >°. Ainsi, le parasite
pourrait étre capable de répondre a un grand nombre de ses besoins en lipides a partir
de ses propres voies de biosynthese, bien que certains lipides extracellulaires soient

nécessaires pour la croissance in vitro.

Le sérum humain HDL est nécessaire pour P. falciparum en culture in vitro. Méme si,

les HDL peuvent étre toxiques pour le parasite a des concentrations élevées 34,
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Durant le cycle parasitaire chez ’'homme, le Plasmodium subit d’abord une phase de
développement obligatoire et cliniquement silencieuse dans le foie. Au cours du stade
hépatique de l'infection, lors de leur réplication dans le foie, les Plasmodies utilisent

les ressources des cellules hétes afin d’assurer leur besoins de développement.

Le parasite a besoin de cholestérol pour sa multiplication, sa survie (évasion
immunitaire et résistance aux médicaments) et I'infectivité. En plus, les sporozoites du
paludisme peuvent utiliser la méme porte d’entrée dans les cellules hépatiques. Un
groupe de recherche de Lishonne MM Mota et al 6 a montré que le récepteur SR-BI
(récepteur scavenger de classe B type |) qui est le port d'entrée du cholestérol
HDL, ouvre également la porte aux parasites du paludisme. Cela établit un premier
lien clair entre l'infection palustre et les voies d'absorption du cholestérol, et une
nouvelle stratégie d'intervention contre le paludisme. En plus, la capacité de réplication
des formes hépatiques du parasite est remarquable, atteignant I'un des taux de

croissance les plus rapides parmi les cellules eucaryotes °”.
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4. METHODOLOGIE

Pour atteindre nos objectifs, nous avons utilisé les données d’'une étude cas-témoins

sur le paludisme grave réalisée a Bandiagara suivant la méthodologie ci-dessous.

1. Lieux d’étude

Notre étude s’est déroulée dans la ville de Bandiagara. Le génotypage des
polymorphismes de la PCSK9 a été réalisé au laboratoire de protéolyse fonctionnelle
a l'Institut de recherches cliniques de Montréal, Montréal, Québec, Canada et les
analyses biochimiques ont été réalisées au Centre d'Infectiologie Charles Mérieux du
Mali (CICM).

4.1.1. Bandiagara

Chef-lieu de cercle situé au cceur de la région de Mopti (5¢€ région administrative du
Mali) sur le plateau Dogon. La ville est située a environ 65 Km a I'Est de celui-ci. D’une
superficie de 10.520 km2, le cercle de Bandiagara est localisé entre les 3¢me et 4eéme
degrés de longitude Ouest et les 14¢Me et 15¢™e de latitude Nord, & environ 700 km a
I'Est de Bamako.

Le cercle de Bandiagara compte 21 communes : Bandiagara, Bara, Sara, Borko,
Dandoli, Béré, Doucoumbo, Dourou, Kendé, Kendié, Lowol-Guéou, Métoumou,
Ondougou, Pélou, Pignary, Pignari, Bana, Sangha, Ségué Iré, Soroly, Timniri et
Wadouba ®&,

Bandiagara est une ville sahélienne, la transmission du paludisme est d’'une intensité
saisonniére et couvre toute la saison des pluies, et une faible transmission observée
en saison séche avec moins d’'une piqure infectante. La ville de Bandiagara a été
depuis 1993, le site d’études épidémiologiques et entomologiques du Département
d’Epidémiologie des Affections Parasitaires (DEAP) de la Faculté de Médecine de

Pharmacie et d’Odontostomatologie de l'université de Bamako.
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» Historique

Bandiagara a été fondé vers 1770, par un grand chasseur dogon originaire de
Gandakilema Nangabanou Tembely. Depuis, la localité n'a cessé de grandir pour
devenir une préfecture sous l'administration coloniale, statut qu'elle a gardé aprés

l'indépendance.

> Milieu naturel

La végétation est de type sahélien sur un plateau rocailleux. Elle est dominée par des
essences eépineuses (dattiers sauvages, tamiers, gommiers) et d’autres tels que les

balanzans, les tamariniers et les raisins sauvages.

Sur ces sols sont produits les céréales et les cultures maraichéres dont I'échalote. La
céréale servant de base a l'alimentation des Dogon est le mil qui est cultivé par 88 %
des producteurs. lIs cultivent également le sorgho (79 % des producteurs) et le fonio

(73 %), notamment sur les terres plus humides que le mil supporte mal.

La culture de Iégumineuses est également répandue sur tout le Plateau, a des fins
d'autoconsommation et de vente. L'arachide est la plus répandue (79 % des
producteurs), viennent ensuite le niébé (70 %) et le voandzou (61 %). Le maraichage
excelle avec la culture de I'échalote. L'échalote est le produit maraicher le plus cultivé

sur le Plateau %9,

» Climat

Le climat est caractérisé par une courte saison de pluie allant de juin -juillet a ao(t-
septembre avec une pluviométrie de 400 a 700 mm d’eau par an (673.2 mm pour
'année 2003), et une saison seche plus longue. Le relief est dominé par une grande
table de gres. Le climat est caractérisé par une saison humide de mai a octobre et une
séche couvrant la période de novembre a avril. Le mois de mai accuse des

températures élevées tandis que janvier enregistre des basses températures.

La moyenne annuelle de 'lhumidité est de 44 % avec un maximum en aolt de 79 % et
un minimum en mars de 18 %. La vitesse annuelle moyenne du vent est de 2,2 m/s

avec un maximum en janvier de 2,9 m/s et un minimum en octobre de 1,5 m/s.
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» Hydrographie
Le réseau hydrographique est couvert par trois unités de bassins versants :
- le bassin versant du Yamé (un affluent du fleuve Niger) de Bandiagara ;
- les bassins versants le long de la falaise de Bandiagara ;
- les bassins versants drainant vers la plaine du Niger.

Le bassin du Douro et le Yamé en amont de Bandiagara ont un grand potentiel en
eau de surface. Le “Yamé” constitue un gite pour le développement des anophéles
pendant une bonne partie de 'année. Les ressources en eaux de surface du bassin
du Yamé de Bandiagara s’élévent a 108.000 m3 en année moyenne et a 67.000 m3

année seche.

> Secteur d’activité

L’activité économique de la population de Bandiagara est essentiellement basée sur

I'agropastorale, le tourisme est également assez développé.

Elle est le siege de plusieurs projets de développement. Depuis 1999 Bandiagara
abrite un projet de préparation du site pour la conduite d’essais cliniques de vaccins
antipaludiqgues du DEAP avec le support financier et technique du NIH, et en
partenariat avec l'université de Maryland, connu sous le nom de BMP (Bandiagara
Malaria Project). Ce projet a conduit plusieurs études notamment : des études
d’incidence du paludisme, une étude cas de paludisme sévere comparée au témoin
paludisme simple et aux sujettes bonnes santés pour évaluer la susceptibilité
immunogénétique au paludisme, une étude d’interaction immunologique entre
l'infection palustre et la schistosomiase, une étude de clairance parasitaire par la
chloroquine.
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4.1.2. Institut de recherches de I’Hépital d’Ottawa (IRHO), Canada

L’Institut de recherches de I'Hépital d’Ottawa (IRHO) est 'une des grandes institutions
de recherche biomédicale au Canada. Affilié a I'Université d’Ottawa et a I'Hopital
d’Ottawa, il compte plus de 100 chercheurs principaux, des stagiaires post-doctoraux
et des étudiants de 2é™me et 3™ cycles qui travaillent dans les sujets aussi divers que
I'épidémiologie clinique, les maladies infectieuses, les maladies chroniques, les
maladies dégénératives, le cancer et la médecine moléculaire. L'IRHO est équipé
d’instruments de pointe pour la recherche, dont ceux pour le génotypage automatisé.
Une bibliothéque informatisée donne & ses chercheurs un acces instantané a la

littérature scientifique internationale.

4.1.3. Centre d'Infectiologie Charles Mérieux du Mali (CICM)

Fruit de la collaboration entre le Gouvernement de la République du Mali et la
Fondation Mérieux, le CICM a été mis en place suite a la signature de I'’Accord- cadre
N° 0956/1899 du 18 février 2004 entre le Gouvernement de la Républiqgue du Mali et
la Fondation Mérieux ainsi que la Convention du 16 janvier 2005 et son Protocole
annexe du 11 mai 2011 entre le Ministere de la Santé et la Fondation Mérieux.

8 décembre 2003 : Création de la Fondation Mérieux Mali
15 janvier 2004 : Pose de la premiere pierre du CICM

17 janvier 2005 : Inauguration du CICM

2 mai 2005 : Démarrage des activités

Le CICM Mali comprend:

- Une Administration Générale.

- Un Centre de Formation avec une formation diplomante le BAMS (Bachelor de
Biologie Médicale Appliguée), des formations qualifiantes et des formations par

compagnonnage.
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- Un laboratoire d’analyses médicales dénommé Laboratoire Rodolphe Mérieux (LRM)

avec des activités de recherche et des activités de routines.

Le CICM a pour mission de participer tout comme les autres structures du Ministere
de la Santé et de I'hygiéne publique au développement sanitaire du Mali par le service
rendu aux malades, la formation, la recherche et le renforcement des capacités dans
le domaine du diagnostic biologique, dans des conditions désintéressées au bénéfice

de la population.

Les ressources humaines du CICM sont composées de 29 agents, répartis entre les
services techniques du LRM (17 agents) et les fonctions de support administratif,

financier et logistique (12 agents).

Le LRM se compose des Laboratoires 1 et 2 aux seins desquels les activités de
diagnostic sont effectuées, des laboratoires de recherche et d’'un laboratoire P3 sous
forme d’'un centenaire. Le Laboratoire 1 offre le cadre et le matériel pour la réalisation
des examens d’hématologie, de biochimie et d'immunologie, le laboratoire 2 prend en
charge les examens de microbiologie (bactériologie, mycologie et parasitologie), Les
laboratoires de biologie moléculaire permettent d’effectuer les études de recherche, le

P3 est utilisé pour les pathogénes dangereux.

Le centre dispose également d’'un laboratoire mobile pour le diagnostic des

pathogenes émergents et re-émergents.

Les activités de biologie moléculaire se déroulent dans 3 piéces : une sale d’extraction,

une sale de préparation du « Mix » et la sale d’amplification.
2. Type et période d’étude

C’est une étude cas-témoins qui s’est déroulé a Bandiagara. Chaque cas grave de
paludisme était apparié a un cas de paludisme simple et un témoin en bonne santé
apparente suivant le sexe, I'adge, l'ethnie et le lieu de résidence. L’étude
epidémiologique sur le paludisme s’est déroulée de juin 1999 a décembre 2003 Les
analyses génotypiques de la PCSK9 ont été réalisées en 2016 et les analyses

biochimiques ont été effectuées en 2018.
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3. Population d’étude

Notre étude a porté sur un sérothéque d’échantillon de 312 tiré d’'une grande étude qui
s’est déroulée de 1999 a 2003 dont la population était composée d’enfants agés de 3
mois a 14 ans (n = 752), résident dans la ville de Bandiagara et dans les villages situés

dans un rayon de 15 km.

4. Echantillonnage

L’étude pilote a porté sur 'ensemble des cas graves et des cas simples de paludisme
vus pendant la période d’étude, répondant aux critéres d’inclusion de I'étude. Chaque
cas indexé de paludisme grave était associé a l'age, au lieu de résidence et a
I'appartenance ethnique a un cas de paludisme non compliqué (PNC) et a un contréle
sain (BS) : 253 témoins sains (BS), 246 patients paludisme non compliqué (PNC) et
253 patients atteints de paludisme grave (PG).

Ce présent travail porte sur 312 échantillons tirés au sort de cette grande cohorte de
752 enfants ; 104 cas de paludisme graves, 104 témoins de paludisme simple et 104

témoins en bonne santé.

4.4.1. Criteres d’inclusion dans I’étude

Ont été inclus dans I'étude les participants ayant répondu a tous les criteres a savoir:

e Etre 4gés de 3 mois a 14ans au moment de l'inclusion,

e Avoir obtenu consentement éclairé et écrit des parents/tuteurs,

e Résider a Bandiagara ou dans une localité située dans un rayon de 15km,

e Avoir un paludisme grave, pour la sélection des cas graves, selon les critéres
de 'OMS €0,

e Etre atteint d’'une forme non compliqué de paludisme confirmé a P. falciparum
a l'inclusion pour le premier type de témoin

e Etre en bonne santé a I'examen clinique et avoir une absence de parasitémie
confirmé a I'observation microscopique pour le second type de témoin,

e Etre disponible a participer au suivi pendant toute la durée de I'étude ;
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4.4.2. Criteres de non inclusion

Tous les participants qui remplissaient un des critéres suivants n’ont pas été inclus

dans I'étude ;

e La participation simultanée a un essai clinique d’intervention ;

e L'utilisation prolongée d'un médicament (comme le triméthoprime-
sulfaméthoxazole pour la prévention des infections opportunistes associées au
SIDA) avec une activité antipaludique connue ;

¢ Avoir une maladie chronique connue ou état d'immunodépression qui pourrait
modifier les résultats des puces a protéine ;

e Toute condition qui, dans I'opinion du PI mettrait en péril la sécurité ou les droits
d'un participant de I'étude ou rendrait le participant incapable de respecter le

protocole.

5. Méthodes d’études

Matériels et équipements :

Cliniques : Il était constitué de: thermometres électroniques, stéthoscopes,
tensiomeétre, pése-personne, alcool a 70°, coton hydrophile, seringues (5ml et 10ml),
un stock de médicaments (antipaludiques, antipyrétiques, antiémétiques,
antibiotiques etc.), une fiche de consentement et un cahier d’observation.

Hématologie et parasitologie : HEmocue, vaccinostyles, lames porte-objets, gants

stériles, bac de coloration, solution de Giemsa 10% ; eau distillée ; ratelier, séchoir,
boite de collection type OMS, minuterie, alcool, coton hydrophile, microscopes, huile
d’immersion.

Biochimie et biologie moléculaire: centrifugeuse thermo scientific labofuge 200;

kenza 450tx; imprimante; ipocleaning solution - extra cleaning; eau distillée; papier
absorbant; gants a usage unique; micropipettes, microtubes, Stragene Mx 300 SP,

sonde Fam et Vic, Haute.
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4.5.1. Méthodes cliniques

Elle consistait a 'examen clinique et a la prise en charge médicale des participants a
I'étude. Au cours de I'examen clinique un interrogatoire suivi d’'un examen physique

était pratiqué chez les participants.

Examen du malade

Les participants étaient interrogés a la recherche d’antécédents médicaux et de signes
en faveur du paludisme comme : la fievre, la céphalée, la diarrhée, la douleur
abdominale, les vomissements, la courbature, la nausée, signes respiratoires, les

frissons, et I'absentéisme scolaire.

L’examen physique comprenait : la prise de la température axillaire a I'aide d’un
thermometre électronique pour lidentification des cas fébriles, la prise du poids
corporel a l'aide d’'un pese-personne, la mesure de la tension artérielle, 'examen de
la peau et des phanéres a la recherche d’une paleur, d’'une déshydratation ou d’'un
ictére, la mesure de la fréquence respiratoire le pouls, a I'auscultation cardiaque et

pulmonaire.

Prises-en charge des malades

Les cas de paludisme non compliqgué ont été traités conformément a la politique
nationale en la matiére qui consistait a I'administration de la chloroquine a la dose de

10 mg/kg les deux premiers jours et 5 mg/ kg le 3eme jour.

Les formes graves de paludisme ont été traitées avec la quinine en perfusion dans du
sérum glucosé a 5-10% a la dose 10mg/ kg les 8¢ premieres heures, puis 8 mg/kg les

7 heures suivants et 7mg/kg le Jourl : 10 mg/kg les 8 premieres heures, puis 8 mg/kg.

4.5.2. Méthodes biologiques

L’étude comporte le dosage des différents parameétres biologiques faisant I'objet de

notre étude.
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Pré-analytique

Le prélevement sanguin s’effectue selon certains critéres :

Tous les prélévements ont été effectués avec pose de garrot. Nous avions prélevé
les sujets en position semi- assise. Les prélevements ont été réalisés dans deux
tubes : EDTA (5 ml) et sec (3ml). Quelques gouttes de sang ont été prélevé un sur

papier filtre et sur une lame porte-objet

Le tube EDTA a été centrifugé a 4000 tr/mn pendant 15 mn le jour méme du
prélevement, le sérum a été divisé en deux tubes secs étiquetés pour le dosage des
parameétres lipidiques et le dosage de I'homocystéine au sein du laboratoire de
biochimie CHU-C. Le reste du tube EDTA était préservé pour I'extraction d’ADN en
vue de I'étude moléculaire. Le deuxieme tube sec a été centrifugé dans les mémes

conditions, le jour méme du prélévement.

Les sérums ont été séparés par centrifugation a 2900 tours par minute pendant 10
minutes). lls étaient congelé a -80 ° C jusqu’en 2018. Ces sérums ont été décongelés

en 2018 pour le dosage des lipides.

Analytigue

= Hématologie et parasitologie : Taux d’hémoglobine et GE
= Biologie moléculaire : génotypage ADN (Extraction d’ADN, PCR quantitative)
= Biochimie: CHOL T, HDL, LDL et TG.

% Mesure du taux d’hémoglobine

Les cas d’anémie ont été détectés a I'aide d’'un hémoglobinométre.

L’hémoglobinométre de type « HEMOCUE » a été utilisé pour mesurer le taux

d’hémoglobine des participants.

Une goutte de sang capillaire obtenue sur un doigt du participant est mise dans une
cuvette placée dans [lappareil. Celui-ci affichait automatiquement le taux

d’hémoglobine sur un écran.
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% Goutte épaisse et frottis mince (selon la technique standard OMS 1982)

Mode opératoire :

Aprés désinfection d’un des doigts d’'une main, de préférence un doigt de la main
gauche avec un tampon d’alcool, a I'aide d’'un vaccinostyle stérile, on fait une ponction
capillaire d’'un coup sec. La premiére goutte de sang est éliminée a I'aide d’'un coton
sec, ensuite une goutte de sang est déposée au centre d’'une lame étiquetée (portant
la date, le numéro et le jour de suivi), a 'aide de I'extrémité d’'une autre lame, des
mouvements circulaires et centrifuges sont effectués jusqu’a atteindre un cercle
d’environ 1 cm de diamétre. Aprés les lames sont déposées dans la boite de collection

type OMS pour séchage.

Les lames ont été colorées avec le Giemsa dilué a 10% dans I'eau tamponnée pH=7,2

pendant 15 mn et compté contre 300 leucocytes.

Les densités de Plasmodium falciparum ont été enregistrés comme le nhombre de
parasites asexués /uL de sang basé sur un nombre moyen de leucocytes de 7500 /uL.
Chaque lame a été évaluée séparément par 2 experts microscopistes, et les

divergences ont été résolues par un troisieme microscopiste expert.

Examen microscopique :

La lecture des lames était faite aprés séchage a l'aide d’un microscope optique
binoculaire (marque Olympus CX 31) a l'objectif 100 avec I'huile d'immersion. La
méthode leucocytaire quantitative (sur la base de 7500 leucocytes par mm? de sang)

a été utilisée pour la détermination de la parasitémie.

Le nombre de parasites était compté sur 300 leucocytes et la parasitémie exprimée

selon la formule suivante : P=N x GB/L

P est le nombre de parasites par mm?de sang

N est le nombre de parasites comptés sur leucocytes
L est le nombre de leucocytes comptés (300).

GB est le nombre de leucocytes (globules blancs) dans la formule sanguine du sujet
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Le nombre exact de leucocytes n'ayant pas été déterminé chez les participants au
cours des évaluations biologiques, nous avons estimé le nombre moyen de leucocytes
a 7500/mm3de sang. Pour le calcul de la parasitémie par mm?2 de sang nous avons

utilisé la formule ci-dessous :
P=N x 7500/(300)= N x (25)

Le taux d’hémoglobine a été déterminé a I'aide d’'un hémoglobinométre.

% Analyses moléculaires des mutations PCSK9

Leur ADN génomique a été extrait et génotypé pour les SNP PCSK9 en utilisant des
tests de Tagman qui impliquent une PCR en temPNC réel ciblant les exons contenant
le SNP combinée a I'hybridation aux amplicons de sondes fluorogénes spécifiques

d’alleles.

Extraction d'ADN :

L'ADN génomique a été isolé des ponctions des cartes FTA (6 mm de diametre)
incubées dans 0,4 mL de la solution saline tamponnée au phosphate (1X PBS), a pH
7,4 ; pendant 20 min a température ambiante sous agitation douce. Apres
centrifugation, le surnageant a été jeté et le papier a été traité avec 40 pl d'une solution
contenant 10 mM de NaOH, 200 mM de NaCl et 0,05% de dodécylsulfate de sodium
pendant 6 minutes a 95 ° C. Aprés centrifugation pendant 3 minutes, le surnageant a
été recueilli. Des aliquotes ont été diluées a 12,5 X dans de I'eau et utilisées pour la
PCR.

Analyse génétigue (PCR Quantitative) :

Les tests TagMan ont été utilisés pour le génotypage des SNP. Le test est basé sur la
présence de fluorescence due a la dégradation de sondes conjuguées a des
fluorochromes spécifiques d'alléles aprés hybridation a un amplicon de PCR ciblant la
partie du SNP 6%, || a été réalisé sur un thermocycleur Stratagene Mx 3005P (Cedar
Creek, TX). Des amorces et des sondes fluorogenes ont été achetées chez Applied

Biosystems (Etobicoke, ON). Les sondes pour les alléles communs et mineurs
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portaient respectivement a leur extrémité 5 'des fluorochromes VIC © et FAM ©. lIs

portaient tous un extincteur non fluorescent (NFQ) a leur extrémité 3’.

Un mélange réactionnel de PCR typique contenait 2 yL d'échantillon d'ADN, 1 mélange
maitre FastStart TagMan Probe Master Rox (Roche, Laval, QC), des amorces a 0,9
MM chacune et des sondes fluorogénes a 0,2 uM chacune. La réaction a été conduite
pendant 45-50 cycles impliqguant une dénaturation de 15-20 sec a 95 ° C, un recuit de

20 secondes a la température appropriée et un allongement de 20 secondes a 72 ° C.

% Analyses Biochimiques

Dosages lipidigues

Le bilan lipidigue désigne un examen des différents composés lipidiques présents

dans le sang, a savoir :

« le cholestérol total (un corPNC gras qui entre notamment dans la composition
des membranes cellulaires et qui sert a la synthése d’hormones stéroides) ;

e le cholestérol-LDL, que I'on considére comme le « mauvais » cholestérol. Le
corPNC gras est effectivement lié a des transporteurs, les LDL (pour low-
density lipoproteins) qui naviguent du foie vers le reste de 'organisme ;

o le cholestérol-HDL, désigné comme le « bon » cholestérol. Il est li¢ aux HDL
(pour high-density lipoproteins) qui circulent vers le foie. A cet endroit, le
cholestérol est stocke ;

« les triglycérides (un type de graisse qui constitue une importante réserve
d’énergie et qui provient essentiellement des sucres et de I'alcool ingérés en

grande quantité).

Principe de dosages lipidiques :

Le dosage lipidique utilisé était une méthode colorimétrique enzymatique, a I'aide un
spectrophotometre (Un automate analyseur multiparamétriques (KENZA 450 TX))
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e Cholestérol total :

Le cholestérol total correspond au taux de cholestérol HDL et LDL. La réaction colorée
est directement proportionnelle au taux de cholestérol.

Le cholestérol estérifié est transformé en cholestérol libre (CL) grace au cholestérol
estérase. Le CL est oxydé en présence du cholestérol oxydase, en cholesténone avec
libération de peroxyde d’hydrogéne; ce dernier oxyde I'amino-4-antipyrine, en
présence de phénol et de peroxydase pour donner une quinone imine colorée dont

l'intensité de la coloration évaluée a 510 nm est proportionnelle a la quantité de CL.
e Triglycérides
Les triglycérides sont des esters de glycérol et de 3 acides gras a longue chaine

Les triglycérides incubés avec de la lipoprotéinlipase liberent du glycérol et des acides
gras libres. Le glycérol est phosphorilasé par du glycérophosphate déshydrogénase et
de ’ATP en présence de glycérol kinase pour produire du glycérol-3-phosphate et de
'adénosine-5-di phosphate. Le glycérol-3-phosphate est alors transformé en dihydro-
xiacétone phosphate et en peroxyde d’hydrogene par le glycérophosphate
déshydrogénase. Au final, le peroxyde d’hydrogéne réagit avec du 4-aminophénazone
et du p-chlorophénol, réaction catalysée par la peroxydase, ce qui donne une couleur

rouge,

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de triglycérides

présents dans I'échantillon testé.
e HDL
Le dosage direct des fractions lipidiques : Cholestérol HDL
Retour du cholestérol vers le foie.
e LDL
Le taux de LDL a été calculé selon la formule de Friedewald :

LDL-Cholestérol (en g/L) = (Chol. total) - (Chol. des HDL) - (Triglycérides) / 5
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6. Variables étudiées

% Variables sociodémographiques

Les variables sociodémographiques sont : L’age, sexe, la résidence, et I'ethnie.
% Variables biologiques

Les variables biologiques sont : La parasitémie, le CHOL T, HDL, LDL, TG,

Les définitions opérationnelles

. Densité parasitaire
o Faible densité parasitaire : 1-5000 trophozoites/mm3
o Densité modérée : 5001-50000 trophozoites/mm3
o Forte densité parasitaire : > 50000 trophozoites/mm3
=  Fiévre : Etait définie par une température axillaire supérieure ou égale a 37,5°C.
= Anémie modérée : Taux d’hémoglobine inférieur a 10 g/dI.
= Anémie sévere : Taux d’hémoglobine inférieur < 05 g/dl.
= Acces palustre : Le paludisme a été définit par la présence d’un signe d’appel
du paludisme (fievre, céphalées, vomissement, courbature, douleur abdominale,
diarrhée etc..) associé a une parasitémie avec ou sans fievre mesureée.
o Paludisme grave :
Les cas ont été classés comme paludisme grave selon les criteres de
I'Organisation Mondiale de la Santé qui incluent un ou plusieurs des symptémes
suivants: troubles de conscience, prostration, convulsions multiples, acidose,
hypoglycémie, insuffisance rénale, anémie sévére, jaunisse, ocedéme
pulmonaire, choc ou hyperparasitémie 39,

o Paludisme non compliqué (PNC) :

Le PNC a été définie comme une parasitémie a P. falciparum et une température
axillaire 2 37,5 ° C détectée par une surveillance active ou une parasitémie et des
symptémes entrainant un comportement de recherche de traitement en l'absence

d'autre cause évidente de fiévre sous surveillance passive.
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= Bonne santé : Les enfants qui étaient en bonne santé a 'examen clinique avec

une absence de parasitémie confirmé a I'observation microscopique.

= Valeurs de références des différents parameétres lipidiques :

e Cholestérol Total :
Inf a 3,5 mmol/l
- 3,5a6 mmol/l

- Sup a6 mmol/l

e Triglycérides :
- Infa 0,5 mmol/l
- 0,5a2mmolll
- Sup a2 mmol/l
e HDL:
- Infa 0,90 mmol/l
- Sup a 0,9 mmol/l
e LDL:
- Infa 3,35 mmol/l
- Sup ou égal a 3,35 mmol/l
e Rapport Cholestérol Total/HDL :
- Infa45
- 45a5
- Supab
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7. Saisie et analyse des données

Les données recueillies sur les fiches d’enquétes, les données moléculaires et
biochimiques ont été saisies sur ACCESS - Excel et analysées sur R studio et SPNCS
20.0, en utilisant la méthode d’analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA). Les
statistigues de comparaison incluaient le rapport de cotes pondéré de Mantel-
Haenszel (OR), la limite de confiance de 95% (CL) exacte, le chi-carré sommaire de
Mantel-Haenszel et le test exact de Fisher (si nécessaire) pour la recherche de liens
statistiques. Le seuil de signification statistique a été fixé a p < 0,05.

8. Considérations éthiques

Le protocole de recherche a été approuvé par les comités d’éthique de la faculté de
Médecine, de Pharmacie et d’'Odonto-Stomatologie de I'Université des Sciences, des

Techniques et des Technologies de Bamako.
La participation a I'étude était volontaire.

L’étude a été menée dans le respect strict du protocole, des bonnes pratiques cliniques
et des traditions locales. Nous avons obtenu la permission communautaire
d’entreprendre I'étude auprés des responsables administratifs, des leaders
communautaires et des guérisseurs traditionnels. Nous avons obtenu le consentement
éclairé des parents ou des tuteurs d’enfant et 'assentiment des enfants agés de 13
ans et plus. Toutes les informations concernant les participants étaient gardées
confidentielles et n'avaient accés aux informations que les personnes autorisées. Les
résultats de I'étude ont été restitués a la population de Bandiagara et aux autorités
sanitaires. Les enfants ont bénéficié d’'un traitement gratuit du paludisme, et des

affections courantes rencontrées.
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5. RESULTATS

1. Sociaux démographiques

25%

>4 ans 43%

Figure 11 : Répartition des enfants de I’étude en fonction des classes d’age.

Les enfants de plus de 4 ans étaient majoritaires avec 42,6 % suivi de ceux de 2-4 ans
(32%).

Tableau | : Répartition des enfants de I'étude en fonction du sexe.

Sexe Effectifs Pourcentage (%)
Féminin 156 50
Masculin 156 50
Total 312 100

Dans notre étude il y avait autant de filles que garcons.

Apres la répartition des enfants de I'étude en fonction de I'age et du sexe, celle de
I'ethnie est présenté dans le tableau suivant.

Mme Henda DOUCOURE These de Pharmacie 2019 46



Tableau Il : Répartition des enfants de I'étude en fonction de I'ethnie.

Ethnie Fréquence (n) Pourcentage (%)
Bambara 10 3,2
Bobo 1 0,3
Bozo 2 0,6
Dogon 253 81,1
Haoussa 3 1
Kassonkhé 1 0,3
Malinkeé 4 1,3
Minyanka 3 1
Mossi 2 0,6
Wolof 1 0,3
Maure 1 0,3
Peulh 15 4,8
Samogo 2 0,6
Senoufo 5 1,6
Soninké 4 1,3
Sonrhai 4 1,3
Indéterminé 1 0,3
Total 312 100

Les enfants étaient majoritairement de I'ethnie Dogon suivie des Peulh.
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2. Résultats cliniques et parasitologiques

Tableau lll : Répartition des enfants ayant un paludisme grave en fonction du degré

Statut anémique Fréquence (n=104) Pourcentage (%)
Pas d’anémie 39 37,50
Anémie modérée 57 54,81
Anémie sevére 8 7,69
p-value <0,0001
d’anémie.

La majorité des enfants ayant le paludisme grave avait une anémie modérée ou ne

présentait pas d’anémie.

Les cas d’anémies séveres représentaient 7,69%.

Tableau IV : Répartition des enfants ayant un paludisme grave en fonction de la

densité parasitaire.

Densité parasitaire Fréquence (n=104) Pourcentage (%)
Faible densité 36 34,62

Densité Moyenne 64 61,54

Forte densité 4 3,85

p-value <0,0001

La majorité des enfants ayant le paludisme grave présentait une densité parasitaire

moyenne avec 61,54 % alors que seul 3,85 % avaient une forte densité parasitaire.
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Tableau V : Fréquence des signes cliniques chez les enfants ayant un paludisme

grave.

Signes cliniques
Coma

Obnubilation
Prostration

Déstresse respiratoire
Hypoglycémie

Ictere

Anurie

Urines foncées

Etat de choc
Malnutrition
Vomissement répétitif
Vomissement
Convulsion

Douleur abdominale
Prurit

Hématurie

Maux de téte
Diarrhée

Syndrome respiratoire
Dysurie

Fievre

Autres signes

Fréquence Pourcentage (%)
23 7.4
9 2,9
12 3,8
6 1,9
2 0,6
7 2,2
0 0

4 1,3
1 0,3
15 4,8
9 2,9
106 34
50 16
47 15,1
14 4,5
5 1,6
91 29,2
55 17,6
96 30,8
6 1,9
150 48,1
91 29,2

Les signes clinigues majoritairement observés étaient la fievre (48,1%), les

vomissements (34%) et la présence d’un syndrome respiratoire (30,8%).
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3. Résultats biochimiques en fonction des
polymorphismes de la PCSK9

Tableau VI: Répartition des enfants de I'étude en fonction du nombre de

polymorphisme de PCSKO.

Type de 1474V A443T C679X E670G
polymorphisme n (%) n (%) n (%) n (%)

Pas de mutation 179 (58,31) 222 (72,31)  282(91,86) 134 (43,65)
Mutation Hétérozygote 116 (37,79) 77 (25,08) 24 (7,82) 153 (49,84)
Mutation Homozygote 12 (3,91) 8 (2,61) 1 (0,33) 20 (6,51)
p-value < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Le polymorphisme E670G était le plus prévalent avec 56,4% (notamment 49,84% de
mutation hétérozygote et 6,51 de mutation homozygote) dans la population étudiée
(p=0,004). Elle était suivie respectivement des polymorphismes 1474V (41,7%), A443T
(27,7%) et C679X (8%).

Contrairement aux autres polymorphismes ou l'absence de mutation est
significativement plus fréquente, le taux de mutations était plus élevé pour le
polymorphisme E670G comparé au génotype sauvage avec respectivement 56,37 %
et 43,65 % p< 0,0001.
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Tableau VII:

Comparaison des parametres biochimiques en fonction du

polymorphisme 1474V.

Présence de mutation

Parameétres Absence de mutation (N=177) N=127

biochimiques - ( L ) p-value
Médiane (Q1 - Q3) Médiane (Q1 - Q3)

Triglycérides 0,36 (0,19 — 0,63) 0,27 (0, 16 — 0,48) 0,049

Cholestérol 0,68 (0,48 —0,94) 0,81 (0,57 — 1,11) 0,118

HDL 0,11 (0,01 — 0,26) 0,19 (0,05 — 0,32) 0,001

Rapport

cholestérol/HpL | 7:82 (3,17 —43,25) 4,08 (2,52 — 12,94) 0,002

LDL 0,35 (0,21 — 0,57) 0,42 (0,22 — 0,72) 0,153

Les taux médianes des paramétres biologiques en fonction du polymorphisme 1474V :

nous observons que le taux médiane du triglycéride est significativement plus élevé

chez enfants qui ne présentent pas de mutation (0,36 mmol/L) comparés a ceux

présentant au moins une mutation (0,27 mmol/L) (p= 0,049). Par contre le taux médian

de HDL était plus élevé en présence d’au moins une mutation. La différence était

statistiguement significative (p= 0,001).

De méme, le rapport cholestérol total/HDL était significativement plus élevé chez les

patients ne présentant pas de mutation 1474V (p= 0,002).

Tableau VIII:

Comparaison des parametres biochimiques en fonction du

polymorphisme A443T.

Parameéetres Absence de mutation (N=220) Pl\zﬁgince de  mutation

biochimiques - ( . ) p-value
Médiane (Q1 - Q3) Médiane (Q1 - Q3)

Triglycérides 0,31 (0,17 — 0,54) 0,31 (0,18 - 0,61) 0,858

Cholestérol 0,75 (0,52 - 1,070) 0,69 (0,45 -0,91) 0,632

HDL 0,17 (0,01 -0,31) 0,11 (0,01 - 0,26) 0,075

Rapport

cholestérol/HDL 4,77 (2,81 — 33,00) 7,01 (2,86 —37,87) 0,187

LDL 0,38 (0,22 - 0,62) 0,36 (0,20-0,61) 0,684

Les variations des parametres biochimiques étaient comparables entre les porteurs et

les non porteurs de la mutation du polymorphisme A443T (P> 0,05).
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Tableau IX:

Comparaison des parametres biochimiques en

polymorphisme C679X.

fonction du

Parameétres Absence de mutation (N=280) | Présence de mutation (N=24)
biochimiques Médiane (Q1 - Q3) Médiane (Q1 - Q3) p-value
Triglycérides 0,31 (0,17 — 0,56) 0,23 (0,15-0,57) 0,443
Cholestérol 0,75 (0,510 — 1,06) 0,58 (0,47 — 0,81) 0,092
HDL 0,16 (0,01 — 0,29) 0,10 (0,01 —0,21) 0,305
?ﬁgl‘;‘;:téml mpL |307 (2,77 -33,00) 8,08 (2,97 — 48,17) 0,658
LDL 0,38 (0,22 — 0,63) 0,31 (0,20 — 0,46) 0,220

Nous n’avions pas observés de différence statistiquement significative (P> 0,05) dans

les variations des parametres biochimiques en fonction du polymorphisme C679X.

Tableau X:

Comparaison des parametres biochimiques en

polymorphisme E670G.

fonction du

Parametres Absence de mutation (N=171) Présence de mutation (N=133) p-value
biochimiques Médiane (Q1 - Q3) Médiane (Q1 - Q3)

Triglycérides 0,300 (0,15 — 0,55) 0,335 (0,18 — 0,57) 0,577
Cholestérol 0,770 (0,51 — 0,980) 0,695 (0,51 — 1,085) 0,073
HDL 0,17 (0,03 - 0,30) 0,13 (0,01 —0,28) 0,179
Rapport

cholestérol/HDL 4,340 (2,5600 — 22,67) 6,495 (3,0175 — 41,50) 0,321
LDL 0,40 (0,2300 — 0,57) 0,36 (0,2025 — 0,64) 0,335

Les variations des parameétres biochimiques en fonction du polymorphisme E670G

entre les porteurs et les non porteurs de la mutation étaient statistiquement non

significative (p> 0,05).
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Tableau Xl : Fréquence des polymorphismes en fonction de I'état de santé.

Bonne Santé n (%) | Paludisme simple n(%) | Paludisme grave n (%) | p
1474V | 51 (40) 42 (33) 35 (27) 0,08
A443T | 29 (34) 23 (27) 33 (39) 0,4
C679X | 13(52) 7 (28) 5 (20) 0,11
E670G |51 (29) 53 (31) 69 (40) 0,03

Le polymorphisme 1474V (perte de fonction) est majoritairement présent dans le

groupe Bonne santé, contre le polymorphisme E670G (gain de fonction) est plus

élevé dans le groupe Paludisme grave et la différence est statistiguement

significatifs.

Tableau Xll : Taux de cholestérol en fonction de I'état de santé.

Médiane Min Max Q25 Q75
BS 0,9 0,22 4,71 0,67 1,26
PNC 0,63 0,04 3,87 0,49 0,87
PG 0,64 0,09 3,4 0,46 0,91
p-value < 0,0001

Le taux médian du cholestérol total était significativement plus bas chez les enfants

présentant un paludisme simple ou grave.
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Tableau Xlll : Taux des triglycérides en fonction de I'état de santé.

Médiane Min Max Q25 Q75
BS 0,22 0,01 3,44 0,12 0,39
PNC 0,31 0,05 2,16 0,19 0,59
PG 0,43 0,04 2,78 0,25 0,75
p-value | <0,0001

Le taux médian de triglycéride était significativement plus élevé chez les enfants

présentant un paludisme grave.

Tableau XIV : Taux des HDL en fonction de I'état de santé.

Médiane Min Max Q25 Q75
BS 0,27 0,01 0,70 0,18 0,40
PNC 0,13 0,01 2,43 0,03 0,27
PG 0,02 0,01 0,37 0,01 0,16
p-value |<0,0001

La médiane du taux de HDL reste significativement trés basse chez les enfants ayant

le paludisme grave.
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Tableau XV : Taux des LDL en fonction du polymorphisme et de I'état de santé.

Médiane Min Max Q25 Q75
BS 0,49 0,07 4,28 0,30 0,80
PNC 0,31 0,01 2,43 0,03 0,53
PG 0,33 0,02 0,37 0,01 0,52
p-value | 0,0008

Le taux médian du LDL était significativement plus élevé chez les enfants en Bonne

santé.

Tableau XVI : Rapport de cholestérol total sur le HDL en fonction de I'état de santé.

Médiane Min Max Q25 Q75
BS 3,46 0,93 259 2,21 5,95
PNC 4,73 0,56 117 2,67 18,33
PG 24,00 0,83 295 4,68 51,25
p-value |<0,0001

Le rapport cholestérol total sur le HDL était significativement plus élevé en présence

de paludisme grave.
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Tableau XVII : Association entre parametres biologiques, le gain ou la perte de

fonction, I'état de santé et 'dge des enfants.

Triglycérides
OR (95% ClI)

Cholestérol
OR (95% CI)

HDL
OR (95% CI)

LDL
OR (95% CI)

Gain de fonction

0,67 *
(0,47 -0,94)

0,89
(0,57 - 1,40)

0,79 **
(0,68 — 0,91)

0,89
(0,62 — 1,29)

Polymorphisme mixte

0,57 *
(0,35 — 0,92)

0,68
(0,36 — 1,27)

0,73 **
(0,60 — 0,89)

0,78
(0,46 — 1,30)

Perte de fonction

0,67 *
(0,48 -0,93)

0,92
(0,59 — 1,43)

0,78 *kk
(0,68 — 0 ,90)

0,92
(0,64 - 1,31)

Paludisme Grave

1,37 ***
(1,20 — 1,56)

0,77 **
(0,65 — 0,91)

0,81 ***
(0,77 — 0,86)

0,83 *
(0,72 — 0,95)

Paludisme Simple

1,15
(1,01 - 1,31)

0,71 **
(0,60 — 0,85)

0,89 Kk
(0,84 — 0,94)

0,77 ***
(0,67 — 0,89)

Age:2a4ans

0,74 ***
(0,64 — 0,85)

0,73 ***
(0,60 — 0,87)

0,96
(0,91 — 1,02)

0,82 *
(0,71 — 0,96)

Age: >4 ans

0,81 **
(0,71 — 0,93)

0,87
(0,73 — 1,04)

1
(0,94 — 1,05)

0,91
(0,78 — 1,05)

Codes de Significativité : 0 ***' 0,001 **' 0,01 *' 0,05"'."'0,1"'"'1

La présence de mutation gain de fonction est significativement associée a une

diminution des parameétres lipidiques comme :

e Les triglycérides (OR=0,67 ; 95% IC (0,47 — 0,94), p< 0,05)
e LeHDL (OR=0,79; 95% IC (0,68 — 0,91), p< 0,05)

Il en est de méme que pour les mutations mixtes (OR=0,57 ; 95% IC (0,35 — 0,92), p<
0,05) pour les triglycérides et (OR=0,73 ; 95% IC (0,60 — 0,89), p< 0,001) pour le taux
de HLD.

Les associations vont dans le méme sens pour la mutation perte de fonction
(OR=0,67 ; 95% IC (0,48 -0,93), p< 0,001) pour les triglycérides et (OR=0,78 ; 95% IC
(0,68 — 0,90), p< 0,0001) pour le taux de HDL.
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Le paludisme grave tout comme le paludisme simple étaient significativement associés
a une augmentation du taux de Triglycérides. Les OR et 95% IC sont respectivement :
1,37 (1,20 — 1,56), p< 0,0001 et 1,15 (1,01 - 1,31), p< 0,05. Le paludisme grave
comme simple sont associés a une diminution du taux de cholestérol, du HDL et du
LDL.

La tranche d’age de 2 a 4 ans est significativement associée a une diminution des taux
de Triglycérides, du Cholestérol et du LDL. Les OR et 95% IC sont respectivement :
0,74 (0,64 - 0,85), p< 0,0001 ; 0,73 (0,60 — 0,87), p< 0,0001 et 0,82 (0,71 — 0,96), p<
0,05.

Tableau XVIII : Association entre la survenue du paludisme grave et les
polymorphismes de la PCSK9 en fonction du polymorphisme Gain de fonction.

Intervalle de confiance
OR Limite inférieure |Limite supérieure |p-value
Sauvage 0,53 0,02 14,08 | 0,6673
Mixte 0,58 0,27 1,2| 0,1448
Perte 0,35 0,17 0,69| 0,0028

Comparé au polymorphisme Gain de fonction, le polymorphisme Perte de fonction est
significativement associé a une protection contre la survenue du Paludisme grave avec
un OR de 0.35, un IC de (0.17 a 0.69) et p-value de 0,0028.
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Tableau XIX : Fréquence des polymorphismes de la PCSK9 en fonction de I'état de

santé
Gain Perte p-value
Bonne Santé 21 (28,77%) 52 (71,23%) <0,0001
Paludisme Grave 39 (53,42%) 34 (46,58%) 0,510
Paludisme non 29 (42,03%) 40 (57,97%) 0,088
Compliqué

La mutation gain de fonction était plus fréquente chez les enfants ayant un
paludisme grave que les autres ayant un paludisme non compliqué ou en bonne

santé.

La comparaison entre mutation gain de fonction et perte de fonction a I'intérieur de
chaque groupe nous montre que la différence est significative dans seulement le

groupe Bonne santé avec un p < 0,0001.

Gain Mixte Perte Sauvage

p < 0.0001 p = 0,00038 p < 0.0001 p=0,3678

Ratio LDL/HDL en mmol/L

‘ ®
BS PG PS BS PG PS BS PG Ps s PG PS
ETATS de SANTE

Figure 12 : Ratio LDL/HDL en fonction du polymorphisme et de I'état de santé.

Le ratio LDL/HDL s’éléve en fonction du paludisme, on observe une nette élévation du
taux médian dans le groupe paludisme grave. Cette élévation est trés prononcée chez

ceux qui présentent une mutation gain et perte de fonction (mutation Mixte).
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6. DISCUSSION

Le but de cette étude était d'évaluer 'impact des mutations du géne de PCSK9 sur les
variations lipidiques au cours de l'infection palustre. A cet effet nous avons analysé
des échantillons de sang total et de sérums d’'une d’étude cas témoins qui s’est
déroulée de 1999 a 2003 a Bandiagara.

Notre population d’étude était composée de 312 enfants agés de 0 a 14 ans dont le
sexe ratio était de 1, ce qui démontre I'application correcte des critéres d’inclusion et
d’échantillonnage Cas-Témoins pour minimiser les facteurs de biais liés au sexe. Au
cours de notre étude, la moyenne d’age était 3,8 ans avec un écart-type de 2,5 et IC
de (3,5-4,0) et la tranche d’age de plus de 4 ans étaient significativement (p=0,0006)
plus représentées avec 42,6 %. Cette tranche d’age élevée s’expliquerait par la
disponibilité des plus agés pour I'étude. |l ressort que I'ethnie Dogon était plus élevée
avec 81,1% suivi des peulh avec 4,5%. Cela serait di au fait que I'étude a été menée
a Bandiagara, une ville & majorité dogon et le choix de la ville de Bandiagara est justifié
par la fréquence du paludisme grave qui était élevée a I'époque dans cette ville 2. La
répartition des différents groupes était équitable. Car il s’agissait d’'une étude cas
témoin, d’ou la sélection de 104 cas de paludisme grave appariés a 104 cas témoin

de paludisme simple et 104 bonne santé comme témoin sains.

Dans cette étude 48,1% avaient de la fievre ; 34% présentaient des vomissements ;
30,8% présentaient un syndrome respiratoire. Ces signes sont trés fréquents dans les
acces palustres graves. La majorité des enfants ayant un paludisme grave avait une
anémie modérée ou ne présentait pas d’anémie avec respectivement 54,81 et 37,5 %.

Il y avait au total 8 cas d’anémies séveres.

La majorité des enfants ayant le paludisme grave présentait une densité parasitaire
moyenne avec 61,54 % alors que seul 3,85 % avait une forte densité parasitaire. Ces
densités parasitaires moyennes sont probablement dues aux séquestrations des

parasites dans les capillaires profonds contribuant a la gravité du paludisme 63,

Plus de la moitié des enfants ne prenaient pas d’antipaludique. Ce qui pourrait

expliquer la fréquence des cas graves de paludisme a cette période a Bandiagara.
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Sur un total de 752 échantillons d'ADN génotypés pour les SNP Y142X, A443T, 1474V,
E670G et C679X en 2016, il en est sortie dans cet échantillon de la population
malienne que ces phénotypes de mutation étaient respectivement de 0,00, 0,12, 0,20,
0,26 et 0,022 54, Ces prévalences étaient inférieures a celles trouvées en 2006 par
Jonathan C. Cohen et al. qui ont trouvé chez les sujets afro-américain les alléles
Y142X et C679X a des fréguence respectives de 0,8% et 1,8% . Dans une autre
étude de 520 échantillons d'’ADN ouest-africains notamment de Burkina Faso, Bénin
et de Togo ou seule la mutation C679X a été détectée a une fréquence de 3,3% 3.
Ce taux est comparable & celui rapporté dans une taille similaire d’échantillon de

femmes zimbabwéennes (3,7%, n = 653) ©°,

Dans notre échantillon (312) le taux de mutation E670G était le plus représenté avec
55,4 % comparé au génotype sauvage (p=0,026) contrairement aux autres
polymorphismes ou c’est I'absence de mutation qui était significativement plus
dominante. De méme, la comparaison entre les différents polymorphismes révéele que

le polymorphisme E670G était le plus prévalent (p= 0,004).

Contrairement aux autres mutations ou les variations lipidiques n’étaient pas
statistiquement significatives, le polymorphisme 1474V était significativement
associé a un taux meédian de triglycéride élevé (p= 0,04) chez les enfants qui ne
présentaient pas de mutation (0,36 mmol/L) que ceux présentant au moins une
mutation (0,27 mmol/L). Par contre le taux médian de HDL était plus €levé (p=0,0014)
en présence d’au moins une mutation 1474V. Le rapport cholestérol total/HDL était
significativement plus élevé chez les patients qui ne présentent pas mutation 1474V
(p=0,0019).

Dans notre étude, nous avons déterminé les niveaux des paramétres biochimiques en
fonction de I'état de santé et il en ressort que les taux médians du cholestérol total, du
HLD, et du LDL restent bas au cours de l'acces palustre et ce quel gue soit sa gravitée.
Ceci peut s’expliquer par le fait que pendant le paludisme, le parasite utilise ces lipides
pour assurer leur croissance. Nos résultats corroborent ceux des travaux menés au
Nigéria par Chukwuocha et al. en 2011, qui ont démontré une modification des taux

lipidiques pendant la phase aigue de I'infection palustre.
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Cette étude établit une importante corrélation (12,9%, p <0,01) entre le statut
parasitaire du paludisme et le taux de cholestérol, ils ont trouvé que (90%) des
personnes atteintes de paludisme avaient un taux de cholestérol bas (<180 mg/dL)

comparés aux témoins non paludéens 8.

Contrairement aux autres lipides nous avons remarqué que le taux médian de
triglycéride reste plus élevé chez les enfants présentant un paludisme grave. La méme
tendance a été retrouvée en 2013 par Benjamin et al. qui ont eu a faire une revue
systématique et une meéta-analyse sur 42 études effectuées sur les Lipides et les
lipoprotéines sériques au cours du paludisme 8’. De cette revue, il ressort que dans 23
des 42 études, les triglycérides ont été mesurés au cours du paludisme et 78% (18/23
études) ont signalé une hypertriglycéridémie et / ou une concentration plasmatique
moyenne en triglycérides significativement plus élevée chez les patients atteints de
paludisme que chez les témoins. Chez les patients présentant un paludisme sévere,
les taux de triglycérides du paludisme étaient supérieurs a ceux des patients
présentant un paludisme sans complication 7. Egalement au Maroc, I'équipe d’Assya
Khermach et al. ont trouvée I'hypertriglycéridémie dans 36,6% des cas de paludisme

d’importation 68,

Le tableau de régression (Tableau XVI) nous démontre également une association
entre les parameétres lipidiques et I'état de santé. Le paludisme grave comme simple
sont associés a une diminution des taux de cholestérol, du HDL et du LDL
statistiquement significative par rapport aux témoins sains. Par contre le paludisme
grave tout comme le paludisme simple sont significativement associés a une
augmentation du taux de triglycérides. Les OR et 95% IC sont respectivement 1,37
(1,20 — 1,56), p< 0,0001 et 1,15 (1,01 — 1,31), p< 0,5. Le méme constat ressortait
dans la revue publiée par Benjamin et al 87 qui ont trouvé que sur 42 études ou les
parameétres biochimique comme le cholestérol total, le HDL, le LDL, les TG ont été

mesuré pendant le paludisme :

» Le cholestérol total sérique a été signalé 83% (30/36 études), une
hypocholestérolémie chez les patients atteints de paludisme ou avaient un taux

de cholestérol total considérablement réduit par rapport au groupe témoin.

Mme Henda DOUCOURE These de Pharmacie 2019 61



> Aussi 87% (20/23 études) ont signalé une baisse importante des concentrations
de HDL. Deux études ont montré une diminution plus importante du taux de
HDL dans le paludisme grave par rapport au paludisme non compliqué. Ainsi,
HDL est significativement plus faible dans le paludisme.
> De méme 81% (13/16 études) ont signalé une concentration inférieure de LDLc
chez les patients atteints de paludisme. Et encore deux études ont montré une
baisse plus importante et significative du LDL chez les patients atteints de
paludisme grave par rapport aux patients atteints de paludisme non
compliqué. Ainsi, le LDL est significativement plus bas dans le paludisme.
Dans une autre étude publiée en 2016 par Phuong et al. sur les modifications de la
composition lipidique au cours du cycle de développement sexué du Plasmodium
falciparum a travers une analyse compléte de la composition en lipides des globules
rouges infectés par les cing stades gamétocytes ©°. L'étude a montré que la
composition lipidique des globules rouges infectés par le parasite se modifiait de
maniére significative pendant la phase sexuée du cycle de P. falciparum ©°. Etant
donné que les gamétocytes absorbent des quantités importantes de cholestérol et
d’autres lipides de la cellule héte et/ou le plasma pour subvenir a leur besoin de

croissance.

Nous avons trouvé que le nombre d’enfants ayant une mutation gain de fonction
augmente avec la détérioration de I'état de santé. Le nombre plus élevé (39) de la
mutation gain de fonction a été observé chez les enfants souffrant de paludisme
grave contre 21 et 29 respectivement chez enfants en bonne santé et ceux souffrant

de paludisme simple.

Par contre le nombre de mutation perte de fonction est élevé chez les enfants en

bonne santé mais la différence n’est pas statistiquement significative.

La comparaison entre mutation gain de fonction et perte de fonction a I'intérieur de
chaque groupe nous montre que la différence est significative dans seulement le

groupe Bonne santé avec un p < 0,0001.
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L’analyse de [l'association entre la survenue du paludisme grave et les
polymorphismes de la PCSK9 en fonction du polymorphisme gain de fonction a
montrer que comparé au polymorphisme gain de fonction, le polymorphisme perte de
fonction est significativement associé a une protection contre la survenue du
Paludisme grave avec un OR de 0.35, un IC de (0.17 a 0.69) et p-value de 0,0028.

Nous avons également déterminé le rapport LDL/HDL entre les 3 groupes et en
fonction du portage de mutation gain de fonction (GOF) ou perte de fonction (LOF). Le
rapport LDL/HDL était élevé en présence du paludisme avec une élévation plus forte
dans le groupe paludisme grave. Cette élévation est plus prononcée chez les enfants
qui présentent a la fois une mutation gain et perte de fonction (mutation mixte).
L’équipe Maria Donata en 2018 a décrit le rapport LDL / HDL comme étant un meilleur
parametre que le LDL-circulant pour la discrimination des patients ayant une mutation,

aux patients sans mutation °.

Donc pour résumer, les polymorphismes E670G, 1474V, A443T et C679X étaient
présents dans la population d’enfants étudiés a Bandiagara a des fréquences

variables.

Notre étude démontre que le paludisme grave et simple sont significativement
associés a une diminution du taux de cholestérol total, de HDL et de LDL et a une
augmentation du taux de Triglycérides.

Cette étude montre que le nombre d’enfants ayant une mutation gain de fonction

augmente avec la gravité du paludisme.

Elle présente des limites qu’il faudrait prendre en considération pour I'interprétation de
nos résultats. En effet la sérothéque utilisée datait de plus de 15 ans, ce qui a affecté
les dosages et dans certains prélévements réduisant la taille de I'échantillon. Aussi la
PCSK9 plasmatique n’a pu étre dosée alors qu’'une comparaison entre son taux et les
niveaux de parametres lipidiques aurait permis de mieux comprendre leur interaction.
Il est en effet possible de mesurer les concentrations plasmatiques de PCSK9 dans le
sang par ELISA. Malheureusement faute de ressources financiéres ce dosage de la

PCSK9 n’a pu étre réalisé.

Mme Henda DOUCOURE These de Pharmacie 2019 63



/. CONCLUSION

L’étude montre que comparé au gain de fonction, le polymorphisme perte de fonction
de la PCSK9 est significativement associé & une protection contre la survenue du
paludisme grave qui est associé a un faible taux de cholestérol total, HDL, LDL et un

taux éleve de triglycérides.

La compréhension des mécanismes de cette association pourrait conduire au
développement de nouveaux médicaments interagissant avec la PCSK9 et d’améliorer

la prise en charge des cas graves de paludisme.

8. RECOMMENDATIONS

e Poursuivre cette étude avec un design et un échantillonnage appropriés.

e Effectuer le bilan lipidique sur des échantillons fraichement prélevés afin de

garantir des résultats fiables.

e Effectuer un dosage de la PCSK9 plasmatique.
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