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Description de l1a problématique de recherche - Project description

Cryptosporidium parvum est un parasite apicomplexe responsable de la cryptosporidiose, une maladie
zoonotique d’intérét en santé humaine et vétérinaire. Cette maladie diarrhéique, et les symptdmes cliniques
qui en résultent, peuvent s’avérer séveres et conduire a la mort dans certains cas, notamment chez les nouveau-
nés et les individus immunodéprimés. Les molécules actuellement autorisées pour traiter la cryptosporidiose
ne sont pas totalement efficaces car ne permettent pas une clairance totale du parasite, et aucun vaccin n’est
disponible. Une meilleure compréhension de la biologie du parasite et des interactions hote-Cryptosporidium
est cruciale pour identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et développer de nouveaux moyens de contrdle.
Les cathepsines a cystéine sont des enzymes protéases catalysant I’hydrolyse de la liaison peptidique d’autres
protéines ou peptides substrats. Chez différents modeles de protozoaires, certaines ont pu étre associées a des
roles clefs liés a la pathogénicité des parasites (ex : invasion des cellules/tissus, hydrolyse de protéines de
I’hote ou du parasite, modulation de la réponse immunitaire), en faisant ainsi des cibles thérapeutiques trés
intéressantes.

Le génome de C. parvum contient cinq génes codant des cathepsines a cystéines (nommées ‘cryptopaines’)
putatives mais ces derni€res n’ont été que trés peu étudiées a ce jour. Ce projet de thése vise a décrire les
activités cathepsines qui sont exprimées par le parasite C. parvum et a caractériser de maniére fonctionnelle
le(s) role(s) qu’elles jouent dans le cycle parasitaire grace a des approches biochimiques et moléculaires. Les
résultats obtenus permettront d’accroitre nos connaissances vis-a-vis de la biologie de C. parvum et de
caractériser de nouveaux facteurs de virulence parasitaires chez cette espece.

Domaine et contexte

Le sujet de thése s’inscrit dans le domaine de I’infectiologie, plus particuliérement dans 1’étude de la biologie
d’un agent pathogene et des interactions entre cet agent et son hote.

Les cathepsines a cystéine jouent des roles clefs chez une grande variété d’organismes, notamment dans la
pathogénicité de parasites protozoaires affectant la santé humaine et/ou animale, chez qui elles constituent des
facteurs de virulence [1,2]. En outre, des études ont pu montrer que le ciblage de ces cathepsines parasitaires
par des inhibiteurs spécifiques ou des approches vaccinales constituait une stratégie thérapeutique prometteuse.
Cinq cathepsines a cystéine sont prédites dans le génome du parasite apicomplexe C. parvum [3,4] mais leurs
fonctions respectives dans le cycle de développement et la pathogénicité de ce parasite ne sont pas connues.
Dans ce contexte, et dans le but de mettre en évidence des cibles thérapeutiques pertinentes pour pallier le
besoin de nouveaux moyens de controle de la cryptosporidiose, le sujet de thése vise a caractériser cette famille
de protéases parasitaires.

Objectifs



Le projet de recherche a pour objectif global de caractériser a la fois biochimiquement et fonctionnellement
les cing cathepsines a cystéine exprimées par C. parvum. Le premier objectif sera de déterminer les types
d’activité cathepsine exprimées par différents stades parasitaires, ainsi que les structures tridimensionnelles
des cinqg cryptopaines dans le but de mettre en évidence des propriétés communes et/ou spécifiques. Dans un
second objectif, la régulation des génes codant ces cinq protéases au cours du cycle de vie parasitaire sera
évaluée en incluant également le géne codant leur inhibiteur endogéne putatif [5]. L’implication ou non des
cryptopaines dans certaines étapes clefs du cycle parasitaire sera également déterminée. Enfin, la localisation
subcellulaire ainsi que la fonction biologique d’une cryptopaine d’intérét (cryptopaine-1) seront étudiées au
cours de cette these.

Méthode

Ce projet de thése nécessitera tout d’abord des approches biochimiques et transcriptomiques pour décrire
respectivement les types d’activité cathepsine (a 1’aide de divers inhibiteurs et substrats) et les niveaux de
transcription (par RT-qPCR) associés aux geénes codant les cryptopaines. L’évaluation de I’implication des
cryptopaines dans certaines ¢tapes clefs du cycle parasitaire seraréalisée in vitro en culture de cellules
¢épithéliales intestinales grace aux tests d’invasion et de développement parasitaire préalablement développés
[6]. Enfin, I’¢tude fonctionnelle de la cryptopaine-1 impliquera des analyses de microscopie confocale ainsi
que I’évaluation du phénotype de souches parasitaires recombinantes (obtenues par la technique de transgénése
déja maitrisée dans le laboratoire [6]) a la fois in vitro et in vivo dans nos modéles classiques d’étude de la
cryptosporidiose.
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Encadrement

Julie Tottey (julie.tottey@inrae.fr) sera l'encadrante principale de cette thése, avec Sonia Lamandé en tant que
directrice de thése. Toutes deux appartiennent a 'équipe de recherche 'Apicomplexes et Immunité Mucosale'
de I'UMR 1282 ISP du centre INRAE Val de Loire (site de Nouzilly). Cette thése sera réalisée en étroite
collaboration avec 1’équipe du Pr. Gilles Lalmanach de 1’Université de Tours. Un comité de suivi individuel
du doctorant (une réunion par an), mis en place par 1'école doctorale, veillera au bon déroulement du cursus en
s'appuyant sur la charte du doctorat et la convention de formation.
https://infectiologie-santepublique.val-de-loire.hub.inrae.fr/recherches/pole-parasitologie/apicomplexes-et-
immunite-mucosale

Conditions scientifiques matérielles et financiéres du projet de recherche

Le projet de thése se déroulera au sein de l'unité¢ ISP qui posséde les laboratoires confinés de niveau 2
permettant la manipulation des agents pathogénes, ainsi qu'un plateau technique d'imagerie (atelier
d'histologie, microscope confocale, cytométres en flux). Le sujet bénéficiera également de la proximité de la
PlateForme d'Infectiologie Expérimentale (PFIE) permettant les expérimentations infectieuses sur animaux.
Un projet ANR correspondant a cette thématique de recherche a été déposé en octobre 2023 dans le cadre de
I’appel a projets générique 2024 : projet CYCAVIR ‘Functionalcharacterisation of CYsteine CAthepsins as
new VIRulence factors in the apicomplexan parasite Cryptosporidium parvum’ ; Coordinatrice : Julie
TOTTEY. Ce projet est toujours en cours d’évaluation (phase 2).

Profil et compétences recherchées



Le candidat(e) doit étre en derni¢re année de Master (ou équivalent) ou étre déja titulaire d'un Master 2 (ou
équivalent), de préférence en biologie ou microbiologie. Nous recherchons un étudiant (ou une étudiante)
curieux, motivé, appréciant le travail d'équipe mais sachant aussi faire preuve d'autonomie et d'esprit critique.
Une expérience précédente de stage de laboratoire en recherche dans le domaine de ’infectiologie ou de la
parasitologie serait appréciée. Des compétences techniques en culture cellulaire en laboratoire confiné de
niveau 2, en biologie moléculaire (QRT-PCR, clonage, transfection) et/ou en biochimie (activité enzymatique)
seraient également un plus.

11 est important de souligner que le projet de thése nécessite des expérimentations animales.

L’étudiant.c doit également avoir un trés bon niveau en frangais et en anglais et étre capable de s’exprimer
avec aisance (a I’écrit et a ’oral) dans ces deux langues.
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Project description

Cryptosporidium parvum is an apicomplexan parasite responsible for cryptosporidiosis, a zoonotic disease
affecting both human and animal health. This diarrhoeal disease, and its associated clinical symptoms, can be
severe and lead to death in some cases, in particular in neonates and immunocompromised individuals. The
authorised drugs that are currently used to treat cryptosporidiosis are not completely effective as they do not
provide a total clearance of the parasite, and no vaccine is available. A better understanding of the biology of
the parasite, and of the host-Cryptosporidium interactions, is crucial in order to identify new therapeutic targets
and develop new control strategies.

Cysteine cathepsins are proteolytic enzymes that hydrolyse a peptide bond on a substrate protein using the
thiol group of a cysteine residue as a nucleophile. Cysteine cathepsins expressed by different protozoan
parasites have been shown to play key roles in their associated pathogenesis (e.g. invasion of host cells or
tissues, hydrolysis of proteins from the host or from the parasite itself, modulation of the host immune
response), making them attractive chemotherapeutic and vaccine targets.

The genome of C. parvum harbours five genes encoding putative cysteine cathepsins (also named
'cryptopains'), but these proteases have only been scarcely studied so far. This PhD project aims at describing
the cathepsin activities that are expressed by C. parvum and functionally characterising their role(s) in the
parasite’s life cycle by means of biochemical and molecular approaches. The expected results will expand our
knowledge of the biology of C. parvum and identify new virulence factors in this parasite species.



