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1. Informations administratives :


Nom de l’encadrant responsable de la thèse : Cédric NEVEU

Unité : INRA, Centre Val de Loire, UMR 1282 Infectiologie et Santé Publique (ISP)
Equipe : Multirésistances et Pouvoir pathogène des nématodes (MPN)

Email de l’encadrant : cedric.neveu@inra.fr
Co-encadrant éventuel : Claude CHARVET, claude.charvet@inra.fr

2. Titre de la thèse : 

Identification des cibles pharmacologiques des lactones macrocycliques chez le nématode parasite du cheval Parascaris equorum
3. Résumé : 
Contexte scientifique de la thèse et données préliminaires
L’équipe MPN s’intéresse au mode d’action des anthelminthiques et aux mécanismes de résistance aux antiparasitaires développés par les nématodes parasites. Notre objectif est d’améliorer les méthodes de lutte et le contrôle du parasitisme. 
Les nématodoses gastro-intestinales des équidés sont classées parmi les cinq pathologies les plus préoccupantes pour la filière équine en raison de leur impact sur la santé, le bien-être et les performances de l’animal (rapport ANSES 2012). Le nématode parasite Parascaris equorum est une des espèces les plus pathogènes et les plus fréquemment rencontrées dans les élevages équins au niveau mondial. Le contrôle de ce parasite est essentiellement basé sur l’utilisation d’anthelminthiques de la famille des lactones macrocycliques (avermectines, milbémycines) et des tétrahydropyrimidines (pyrantel). Cependant, l’usage intensif de ces anthelminthiques a entraîné l’émergence de parasites résistants. La caractérisation fine du mode d’action de ces anthelminthiques et l’identification de nouveaux marqueurs de résistance sont donc indispensables pour optimiser l’usage de ces molécules. Ayant récemment caractérisé avec succès le récepteur au pyrantel de P. equorum (Courtot et al., PLoS Pathogens, 2015), nous proposons dans le cadre de cette thèse de caractériser les récepteurs des lactones macrocycliques et de rechercher des polymorphismes associés à la résistance.

Les avermectines (prix Nobel de médecine 2015) ciblent des canaux perméables au chlore et activés respectivement par le glutamate (GluCl) ou par l’acide ( amino-butyrique (GABACl). Ces récepteurs membranaires constitués de cinq sous-unités identiques sont impliqués dans la locomotion du parasite, la prise de nourriture, la réponse aux stimuli externes et la sécrétion de produits immuno-modulateurs. Chez le nématode modèle Caenorhabditis elegans, trois GluCls et un GABACl ont été identifiés et caractérisés pharmacologiquement. Ces trois récepteurs sont codés par les gènes avr-14, avr-15, glc-1 et unc-49 respectivement. Leur sensibilité aux lactones macrocycliques a été confirmée en utilisant l’œuf du batracien Xenopus laevis comme système d’expression hétérologue. De plus, la cristallographie du récepteur GLC-1 a permis d’identifier les sites de fixation du glutamate et de l’ivermectine (Hibbs & Gouaux, Nature, 2011). En revanche, chez P. equorum, les cibles pharmacologiques des lactones macrocycliques restent encore largement méconnues. Un travail préliminaire nous a permis d’identifier les gènes homologues d’avr-14 et unc-49 ainsi que l’existence de 4 autres sous-unités (codées par les gènes : glc-2, glc-3, glc-4 et glc-5) dans le génome de P. equorum. Nous avons montré que l’expression de la sous-unité GLC-5 de P. equorum en œuf de xénope, forme un récepteur fonctionnel sensible au glutamate et à l’ivermectine (N. Lamassiaude, stage M2, 2015-2016). Ce résultat constitue une preuve de la faisabilité et de la pertinence de la méthodologie envisagée.

Objectifs du projet

Le premier objectif du projet de thèse est l’identification et la caractérisation fonctionnelle des récepteurs au glutamate et au GABA qui sont les cibles pharmacologiques des lactones macrocycliques du nématode parasite P. equorum.

Le deuxième objectif est la recherche de polymorphismes associés à la résistance aux lactones macrocycliques. L’étudiant en thèse étudiera l’impact de ces polymorphismes sur la fonctionnalité des récepteurs in vitro (œuf de xénope) et in vivo (chez le nématode modèle C. elegans).
Programme de recherche

Les isolats de P. equorum sensibles ou résistants à l’ivermectine sont disponibles au laboratoire. D’autres parasites résistants d’origines géographiques différentes seront collectés au cours de la thèse grâce aux collaborations établies (Etats-Unis, Allemagne, Serbie).
1) Identification des récepteurs par une approche « gène-candidat » : clonage des 9 ADNc complets des sous-unités de GluCl et GABACl de P. equorum. Une analyse spatio-temporelle de leur niveau d’expression dans les différents tissus du parasite et à différents stades de développement (qRT-PCR, hybridation in situ et immunolocalisation) permettra de comprendre le rôle de ces récepteurs dans la physiologie du parasite.
2) Recherche de polymorphismes associés à la résistance à l’ivermectine : la comparaison des séquences des ADNc (mutations points, épissages alternatifs) et des niveaux d’expression chez des parasites sensibles ou résistants à l’ivermectine permettra d’identifier des marqueurs de résistance nécessaires au diagnostic de la résistance et au suivi de la résistance dans les populations. 

3) Expression fonctionnelle et caractérisation pharmacologique : Les propriétés fonctionnelles des GluCls et GABACls de P. equorum ainsi que l’impact des éventuels polymorphismes associés à la résistance seront validés dans deux systèmes d’expression hétérologues complémentaires : in vitro en œuf de Xénope et in vivo par transgenèse du nématode modèle C. elegans. L’expression de récepteur recombinants permettra d’identifier les cibles spécifiques des lactones macrocycliques (ivermectine, moxidectine et dérivés). La technologie CRISPR-Cas-9 développée au laboratoire servira de base pour le remplacement ciblé des sous-unités de GluCls et GABACls de C. elegans par leurs homologues du parasite P. equorum et disséquer ainsi le rôle physiologique de ces récepteurs. 

Dans le contexte actuel d’émergence de la résistance aux antiparasitaires, les résultats attendus présentent un fort potentiel de valorisation tant au niveau académique (rôle physiologique des GluCls/GABACls du parasite, mécanismes/marqueurs de résistance, extension à des parasites humains proches), qu’au niveau appliqué (cibles thérapeutiques pour criblage à haut débit, diagnostic de la résistance). 

4. Résumé en anglais : 
Identification of the macrocyclic lactone pharmacological targets from the horse nematode parasite Parascaris equorum
The main objective of the MPN team concerns the sustainable control of gastro-intestinal parasitic nematodes in livestock industry. The macrocyclic lactones remain the leading worldwide family of broad spectrum antiparasitic drugs used to control endo- and ecto-parasites in veterinary and human medicine (Nobel Prize in Medicine2015). Equine parasitic worms have been ranked among the top 5 major threats in equine medicine by the French Agency for Health and Food Safety (ANSES, 2012). Parascaris equorum is the largest nematode parasite impacting young horses. A growing number of clinical reports confirms the increased frequency of resistance of P. equorum to the macrocyclic lactone ivermectin. GABA receptors (GABACls) and glutamate-gated chloride channels (GluCls) were identified as the pharmacological targets for ivermectin in the free-living model nematode Caenorhabditis elegans. So far the mode of action of ivermectin in P. equorum at the functional and molecular levels is poorly understood. In order to develop molecular diagnostic tools for resistance detection and new anthelmintic drugs, it is necessary to get a better understanding of the macrocyclic lactones’ the mode of action and elucidate the genes involved in resistance to anthelmintics. Therefore, we are interested to further investigate the physiological and pharmacological properties of macrocyclic lactone-sensitive receptors in the neuromuscular system of P. equorum. In that context, the present PhD project aims at deciphering the mechanism of action of macrocyclic lactones and search for resistance molecular markers in the horse parasite nematode P. equorum. For this project, we will use complementary approaches: 
1. Molecular biology, to achieve the identification of the 10 genes encoding GluCl and GABA receptor subunits (avr-14a-b, glc-2, glc-3, glc-4, glc-5, glc-6, unc-49a-b-c) and resistance SNPs in ivermectin resistant parasites

2. Electrophysiological studies, to perform the functional expression and pharmacological characterization of P. equorum recombinant GluCl and GABA receptors in Xenopus oocytes and investigate the impact of resistance associated polymorphisms in vitro.

3. Functional transgenesis in the model nematode C. elegans in order assess the function of macrocylic lactone receptors in vivo (mutant rescue, CRIPR-Cas9 approach)
