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Principales abréviations utilisées

ADAM : a disintegrin and metalloproteinase
AMA-1 : apical membrane antigen 1

CSP : circumsporozoite protein

CTRP : circumsporozoite- and TRAP-related protein
DAPI : 4,6-diamidino-2-phenylindole

EBA-175 : erythrocyte binding antigen-175

EC : extracellulaire

EEF : exoerythrocytic form (forme exo-érythrocytaire)
EGF : epidermal growth factor

EXP-1 : exported protein-1

FPRP : prostaglandin F2 alpha receptor associated protein
GAG : glycosaminoglycan

GPI : glycosylphosphatidylinositol

GST : glutathione S-transferase

HB-EGF : heparin-binding EGF-like growth factor
HDL : high density lipoprotein

HGF : hepatocyte growth factor

HSP : heat shock protein

HSPG : heparan sulfate proteoglycan

HTLV : human T-cell leukemia virus

ICAM : intercellular adhesion molecule

LDL : low density lipoprotein

LRP : LDL-receptor-related protein

MBCD : methyl beta cyclodextrin

MIDAS : metal ion-dependent adhesion site
MSP-1 : merozoite surface protein-1

MTIP : Myosin A tail domain interacting protein
EMP-1 : erythrocyte membrane protein-1

PGRL : prostaglandin regulatory-like protein
siRNA : smal interfering RNA

SPECT : sporozoite microneme protein essential for cell traversal
SRB-1 : scavenger receptor Bl

TGF : tumor growth factor

TRAP : thrombospondin-related adhesive protein
TSR : thrombospondin repeat

UIS : up-regulated in sporozoites

UP : uroplakin

VCAM : vascular cell adhesion molecule

VHC : virus de I’hépatite C

VHCpp : pseudoparticules du VHC

VIH : virus de I'immunodéficience humaine
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Résumé

L’infection des hépatocytes par les sporozoites constitue une premicre ¢&tape
obligatoire du cycle de Plasmodium chez 1’hote vertébré. Les mécanismes impliqués dans
I’invasion des hépatocytes restent mal caractérisés. Nous avons découvert que CD81, une
protéine transmembranaire appartenant a la famille des tétraspanines, est nécessaire a
I’infection des hépatocytes par les sporozoites de Plasmodium falciparum, de Plasmodium
yoelii, et dans certains cas de Plasmodium berghei. L’expression de CD81 suffit a rendre les
cellules hépatocytaires HepG2 sensibles a 1’infection par les sporozoites de P. yoelii mais pas
P. falciparum, suggérant [D’intervention d’autres molécules pour ce parasite. Une
caractéristique majeure des tétraspanines est leur capacité de s’associer entre elles et avec
d’autres molécules de surface pour former des microdomaines membranaires distincts des
radeaux lipidiques classiques («rafts»). Nos résultats montrent que le cholestérol
membranaire contribue non seulement a la localisation de CD81 dans les microdomaines
enrichis en tétraspanines mais aussi a l’infection par les sporozoites de Plasmodium
lorsqu’elle implique une voie dépendante de CD81. Nous n’avons pas pu mettre en évidence
d’interaction directe entre CD81 et les sporozoites, ce qui suggere que CD81 pourrait ne pas
jouer un réle de récepteur pour le parasite mais intervenir de maniere indirecte. EWI-F et
EWI-2, deux protéines transmembranaires associ¢es a CD81 dans les hépatocytes, ne sont pas
directement impliquées dans I’infection par les sporozoites. Au contraire, EWI-F a un effet
inhibiteur sur I’infection, peut-&tre li¢ a une réorganisation des microdomaines a tétraspanines
ou a une compétition avec un autre partenaire de CD81. Une autre molécule associée a CD81
pourrait donc jouer un role essentiel dans l’infection par les sporozoites, éventuellement
comme récepteur, mais sa nature reste a déterminer.

Summary

Infection of hepatocytes by Plasmodium sporozoites is a prerequisite for initiation of
malaria. Still, the molecular mechanisms involved during sporozoite invasion remain poorly
characterized. We found that CD81, a host membrane protein belonging to the tetraspanin
superfamily, is required for infection of hepatocytes by Plasmodium falciparum, Plasmodium
yoelii and in certain circumstances Plasmodium berghei sporozoites. Expression of CDS81 in
human hepatocarcinoma HepG2 cells is sufficient to confer susceptibility to P. yoelii but not
P. falciparum sporozoites, suggesting that other molecules are specifically required for
infection by the human parasite. Tetraspanins associate extensively with one another and with
other membrane proteins to form specific membrane microdomains, called tetraspanin-
enriched microdomains, which are distinct from conventional lipid rafts. Our results
demonstrate that membrane cholesterol contributes not only to the localization of CD81 into
tetraspanin-enriched microdomains but also to CD81-dependent infection by Plasmodium
sporozoites. So far, we found no evidence for a direct interaction between CDS81 and
sporozoites, suggesting that CD81 does not act as a receptor for the parasite but is rather
involved indirectly. EWI-F and EWI-2, two membrane proteins associated with CD81 in
hepatocytes, are not directly involved during sporozoite infection. On the contrary, expression
of EWI-F has a negative effect on infection, which could result from a reorganization of
tetraspanin-enriched microdomains or from a competition with another CD81 partner. A still
unidentified molecule associated with CD81 may thus play an essential role during infection
by Plasmodium sporozoites, possibly by acting as a receptor.
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Introduction

l. Plasmodium et paludisme

1.1. Généralités

Le paludisme est dii a I’infection par un protozoaire du genre Plasmodium, transmis
par un moustique femelle du genre Anopheles. Plasmodium appartient au phylum des
Apicomplexa, qui comporte d’autres agents pathogeénes pour ’homme, dont Toxoplasma
gondii, peu pathogeéne chez le sujet sain mais responsable de malformations sévéres chez le
feetus ou d’encéphalite chez le sujet immunodéprimé, et Cryptosporidium, responsable de
diarrhées. D’autres apicomplexes tels que Eimeria, Babesia et Theileria sont des pathogénes
majeurs en médecine vétérinaire.

Les Apicomplexa sont caractérisés par la présence d’une structure juxtanucléaire
apparentée au chloroplaste et appelée apicoplaste, d’un anneau polaire apical servant de centre
organisateur des microtubules, et d’un ensemble de vésicules formant le complexe apical
(micronémes, rhoptries et granules denses), qui sécretent leur contenu de maniére séquentielle
lors de I’invasion des cellules hotes (Preiser et al., 2000; Morrissette and Sibley, 2002). Le
genre Plasmodium comporte plus de 100 especes, dont quatre infectent 1’homme :
Plasmodium falciparum, la principale espece pathogéne pour ’homme, P. vivax, P. ovale et
P. malariae. D’autres espéces plasmodiales qui infectent les singes (par exemple P. knowlesi,
P. cynomolgi...) ou les rongeurs (P. yoelii, P. berghei, P. chabaudi, P. vinckei...) sont
étudiées comme modeles expérimentaux. Des cas de paludisme ont été décrits chez I’homme
avec des especes plasmodiales de singe, notamment P. knowlesi (Jongwutiwes et al., 2004).

Le génome nucléaire de P. falciparum (souche 3D7), comprend 22,8 millions de
paires de bases, réparties sur 14 chromosomes (Gardner et al., 2002). La composition en bases
est largement dominée par les adénines et les thymines, qui représentent prés de 80 % des
bases du génome. Environ 5300 génes codant des protéines ont été identifiés chez P.
falciparum. Plus de 60 % de ces protéines n’ont pas de similarit¢ suffisante dans leur
séquence primaire avec des protéines d’autres organismes pour qu’il soit possible de leur

assigner une fonction.
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1.2. Cycle de vie de Plasmodium

Le cycle de Plasmodium est complexe (Figure 1). Il implique deux hdtes, un
moustique femelle de genre Anopheles et un hote vertébré (par exemple [’homme), et
comporte trois phases successives de multiplication, deux phases de schizogonie
(multiplication asexuée) chez I’hdte vertébré, intra-hépatocytaire puis intra-érythrocytaire, et
une phase de sporogonie (multiplication sexuée) chez le moustique. L’hote vertébré est
infecté lors d'une piqire par un anophele femelle, qui lui injecte le parasite sous forme de
sporozoites. Les sporozoites migrent rapidement, via la circulation sanguine, vers le foie. Ils
pénétrent dans les hépatocytes, ou ils se différencient en schizontes hépatiques, si¢ges d’une
multiplication parasitaire intense (Baldacci and Menard, 2004; Kappe et al., 2004). Chaque
schizonte donne naissance, en quelques jours, a des dizaines de milliers de nouveaux
parasites, les mérozoites. Libérés dans le sang, les mérozoites pénétrent et se multiplient dans
les globules rouges, pour former de nouveaux mérozoites qui infectent de nouveaux globules
rouges, entretenant ainsi le cycle érythrocytaire. En paralléle, des cellules a potentiel sexué,
males et femelles (gamétocytes) se forment dans le sang du sujet infecté. Ingérés par un
moustique a 1’occasion d’une piqlre, les gamétocytes se transforment en gamétes, dont la
fécondation engendre la formation d’un ookinéte, qui traverse la paroi du tube digestif du
moustique avant de se différencier en oocyste ou seront formés de nouveaux sporozoites. Ces
sporozoites gagnent les glandes salivaires du moustique, d’ou ils peuvent étre transmis a un
nouvel hote vertébré a I’occasion d’une piqre.

Le cycle de Plasmodium comporte donc trois stades invasifs : les ookinétes, qui
traversent les cellules intestinales du moustique, les sporozoites, qui infectent les glandes
salivaires chez le moustique et les hépatocytes chez 1’hdte vertébré, et les mérozoites, qui
infectent les globules rouges chez I’hote vertébré. Les sporozoites et les stades intrahépatiques
sont appelés stades pré-érythrocytaires. La phase hépatique est asymptomatique chez
I’homme, et dure environ 1 semaine dans le cas de P. falciparum. Les signes cliniques,
parfois graves, surviennent lors de la phase érythrocytaire. Presque tous les médicaments

antipaludiques actuellement disponibles sont actifs sur les stades érythrocytaires uniquement.
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Figure 1. Cycle de vie de Plasmodium, d’apres (Lycett and Kafatos, 2002).

1.3. Aspects épidémiologiques

Le paludisme reste la maladie parasitaire la plus fréquente au monde : environ 40% de
la population mondiale est exposée au parasite, et I'on recense entre 350 et 500 millions de cas
par an (infections nouvelles ou ré-infections), dont prés de 80% en Afrique subsaharienne
(WHO World Malaria Report 2005). Il s'agit d'une des plus meurtrieres de toutes les
affections humaines : elle tue chaque année 1,5 a 2,7 millions de personnes. Pres de 60% des
cas et plus de 80% des morts par paludisme ont lieu en Afrique sub-saharienne, touchant
majoritairement des enfants de moins de 5 ans; les femmes enceintes aussi sont
particuliérement vulnérables face au paludisme. Tous les pays non endémiques d'Europe

présentent un paludisme d'importation.
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1.4. Aspects cliniques

Les manifestations cliniques du paludisme sont trés diverses dans leur expression et
dans leur gravité, notamment selon I’espéce plasmodiale en cause. P. falciparum est l'espeéce
la plus pathogene. Il est susceptible d'entrainer la mort en se multipliant dans les
microvaisseaux de certains organes profonds (cerveau, reins, poumons). Les acces "simples"
(sans complications) peuvent s'exprimer tantot par des accés de primo-invasion peu
spécifiques, qui surviennent chez des sujets non immunisés et qui associent une fiévre en
plateau a des douleurs abdominales, tantot par des acceés périodiques plus typiques, qui se
caractérisent par trois phases successives de frissons, fievre supérieure a 39°C et sueurs, et qui
peuvent se répéter tous les trois jours (c'est la "fievre tierce"). Un diagnostic précoce permet
alors d'instituer un traitement et d’éviter 1'évolution vers un paludisme grave. Les trois
complications majeures d’un acces a P. falciparum sont ’anémie grave, un syndrome de
détresse respiratoire et le neuropaludisme. L’anémie grave est la cause principale de mortalité
palustre en région de transmission constante. Elle est causée par la corrélation de deux
évenements: d’une part la destruction des érythrocytes, en partie par le parasite, et d’autre part
la réduction de la production d’érythrocytes durant I’infection (Mackintosh et al., 2004). La
détresse respiratoire est liée a la survenue d’un cedéme respiratoire chez ’adulte ou d’une
acidose métabolique chez I’enfant. Elle représente prés de 15 % de la mortalité palustre chez
I’enfant (Marsh et al., 1995). Le neuropaludisme consiste en une encéphalopathie diffuse se
traduisant par un syndrome neurologique qui conduit généralement a un coma voire a la mort.
La pathogenese du neuropaludisme implique notamment la séquestration des globules rouges
parasités dans les capillaires cérébraux, ainsi que les réponses immunitaires de 1’hote
(Mackintosh et al., 2004; Pino et al., 2005). Le neuropaludisme touche principalement les
enfants en Afrique et les adultes en Asie. Sa mortalité est d’environ 15 % chez ’enfant et 20
% chez I’adulte. En cas de survie, il peut entrainer des séquelles neurologiques (Dugbartey et
al., 1998). En absence de traitement, tout acces simple peut évoluer rapidement vers une
forme grave, surtout chez les sujets a risque : jeunes enfants, femmes enceintes et voyageurs
non immuns avec une prophylaxie déficiente. En zone endémique, environ 1% des enfants
infectés entre 1'age de 1 et 4 ans développent une pathologie grave et souvent mortelle. Dans
les régions ou le paludisme est endémique, les individus finissent par développer une

immunité prévenant les manifestations cliniques séveres du paludisme, généralement apres
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plusieurs années d'infection chronique. Cet état de prémunition peut disparaitre en cas de
séjour prolongé hors des zones d’endémie.

Les trois autres especes (P. vivax, P. ovale et P. malariae) provoquent des acces
fébriles comparables a ceux qu'entraine P. falciparum, mais dans le cas de P. malariae la
fiévre survient tous les 4 jours ("fievre quarte"). Avec ces trois especes, contrairement a ce qui
peut se produire avec P. falciparum, les acces simples n'évoluent pas vers des formes graves.
En revanche, des rechutes tardives sont possibles, dues a l'existence de formes latentes du
parasite chez le sujet infecté (hypnozoites hépatiques de P. vivax et vraisemblablement de
P. ovale). Ces rechutes peuvent avoir lieu 4 a 5 ans apres l'accés initial avec P. vivax et
P. ovale (parfois méme, des acces tardifs apparaissent sans qu'il y ait eu de crise initiale), et

jusqu'a 20 ans plus tard avec P. malariae.

I.5. Approches vaccinales

A T’heure actuelle, il n’existe aucun vaccin disponible permettant de prévenir le
paludisme. Quatre approches vaccinales sont développées dans le cadre de la mise au point
d’un vaccin anti-palustre (Miller and Hoffman, 1998). Une premicre approche consiste a
cibler la phase pré-érythrocytaire, pour prévenir a la fois la maladie, par interruption du cycle
parasitaire au niveau du foie, et la transmission au moustique, qui se fait lors de la phase
érythrocytaire. Ce type de vaccin est destiné a induire soit des réponses anticorps dirigées
contre des protéines de surface des sporozoites, pour inhiber leur pénétration dans les
hépatocytes, soit des réponses cellulaires T dirigées contre les hépatocytes infectés (Mazier,
1991; Hoffman and Doolan, 2000). L’espoir de mettre un jour au point un vaccin pré-
érythrocytaire efficace est né du modéle de protection par sporozoites irradiés. L’inoculation
de sporozoites irradiés permet en effet d’obtenir une protection compléte contre une infection
plasmodiale chez la souris (Nussenzweig et al., 1967), le singe (Collins and Contacos, 1972)
et ’homme (Clyde et al, 1973). L’irradiation n’altére pas la capacité d’invasion des
sporozoites, mais entraine un blocage du développement des formes intra-hépatiques
(Suhrbier et al., 1990; Silvie et al., 2002). Trois études récentes ont démontré que
I’immunisation par sporozoites génétiquement atténués permet d’induire une protection
comparable a celle induite par les sporozoites irradiés (Mueller et al., 2005b; Mueller et al.,

2005a; van Dijk et al., 2005). Le principal candidat vaccin actuellement en cours de
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développement, appelé RTS,S, est constitué d’un fragment de la circumsporozoite protein
(CSP), la protéine majeure de la surface des sporozoites, inséré dans des particules composées
de I’antigéne S du virus de I’hépatite B. L’efficacité de ce vaccin n’est que partielle (Bojang
et al.,2001; Alonso et al., 2004; Alonso et al., 2005).

Une deuxiéme approche consiste a limiter la multiplication des stades érythrocytaires
du parasite, pour diminuer la morbidité et la mortalité associées a I’infection par Plasmodium
(Good, 2001). Ce type d’approche vise a induire des réponses anticorps neutralisantes pour
empécher 1’infection des globules rouges par les mérozoites, ainsi que des réponses de type
ADCI (antibody-dependent cellular inhibition) (Bouharoun-Tayoun et al., 1990; Druilhe et
al., 2005). Une troisiéme approche consiste a limiter les complications liées a la
multiplication érythrocytaire du parasite, en induisant des réponses anticorps empéchant la
cytoadhérence des globules rouges parasités a 1’endothélium des microvaisseaux, ou encore
I’action de toxines parasitaires (Schofield, 2002; Schofield ef al., 2002). Enfin, une quatriéme
approche consiste a bloquer la transmission au moustique en induisant chez les personnes
vaccinées des réponses anticorps dirigées contre des protéines essentielles aux premiers stades
du développement parasitaire chez le moustique (Carter et al., 2000). Ces anticorps sont
transmis au moustique en méme temps que les gamétocytes, a 1’occasion d’un repas sanguin
de I’anophele. Ce type d’approche ne vise pas a protéger le sujet vacciné mais a empécher
I’infection de I’entourage. 1l s’agit donc de vaccins altruistes.

Ces différents types d’approche sont également combinés au sein de stratégies
vaccinales dirigées contre plusieurs stades du développement parasitaire, selon 1’idée que seul
un vaccin multivalent « multi-stades » pourra étre efficace contre un parasite aussi complexe

que Plasmodium (Hoffman et al., 1998).

10



tel-00011596, version 1 - 13 Feb 2006

Introduction

Il. Biologie des sporozoites

I.1. Généralités sur les sporozoites

Les sporozoites représentent un stade particulier du cycle de Plasmodium car ils
interagissent avec les deux hotes du parasite. Chez le moustique, les sporozoites sont formés
dans les oocystes au niveau de la paroi du tube digestif, puis infectent les glandes salivaires.

Une fois injectés chez 1’hote mammifere, ils gagnent le foie et infectent les hépatocytes.

1.1.1. Structure des sporozoites

Les sporozoites sont des cellules polarisées allongées (Figure 2), mesurant environ 10
um de long et 1 pm de large. La forme des sporozoites est maintenue par des microtubules
ancrés a I’anneau polaire antérieur et disposés longitudinalement sous la triple membrane
pelliculaire, constituée de la membrane plasmique sous laquelle est apposé un ensemble de
larges vésicules aplaties appelées complexe membranaire interne. Les sporozoites possedent
les structures caractéristiques des Apicomplexa : un apicoplaste et des vésicules sécrétoires
localisées au pole antérieur du parasite, les rhoptries (deux vésicules allongées en club de

golf) et les micronémes (vésicules arrondies).

A B

Micronéme

Rhoptrie

Figure 2. A. Sporozoite de P. yoelii isol¢ des glandes salivaires d’un moustique infecté,
marqué par anticorps anti-circumsporozoite protein (CSP, en vert) et DAPI (noyau marqué en
bleu) et observé en microscopie a fluorescence (photo O. Silvie). B. Extrémité apicale d’un
sporozoite observée en microscopie €lectronique (Menard, 2001). Deux types de vésicules
sécrétoires sont visibles : deux vésicules allongées, les rhoptries, et des vésicules arrondies,
les micronemes.

11
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11.1.2. Protéines des sporozoites

Jusqu’a récemment, les principales protéines caractérisées chez les sporozoites étaient
la circumsporozoite protein (CSP) et la thrombospondin-related adhesive protein (TRAP),
deux protéines présentes a la surface des sporozoites et contenant des motifs adhésifs typiques
impliqués dans des interactions ligand-récepteur chez les mammiféres (Menard, 2000;
Baldacci and Menard, 2004; Kappe et al., 2004).

La CSP est exprimée essentiellement au stade sporozoite chez Plasmodium, et n’est
pas retrouvée chez les autres Apicomplexa. C’est une protéine majeure qui couvre la surface
du sporozoite (Yoshida ef al., 1981; Nussenzweig and Nussenzweig, 1985). Elle est
¢galement présente dans les micronémes (Posthuma et al., 1989) d’ou elle est continuellement
sécrétée a la surface du sporozoite et relarguée au podle postérieur lorsque le sporozoite se
déplace (Stewart and Vanderberg, 1991). A I’heure actuelle, la CSP constitue le principal

candidat vaccinal pré-érythrocytaire.

csP |} i
TRAP I ]

I peptide signal [] répétitions

[] région|1 [] domaine transmembranaire
D domaine A D ancre GPI

I TSR I domaine cytoplasmique

Figure 3. Structure schématique de la circumsporozoite protein (CSP) et de la
thrombospondin-related adhesive protein (TRAP), les deux principales protéines caractérisées
chez les sporozoites de Plasmodium.

La structure de la CSP (Figure 3) comporte un domaine central fait de répétitions
variables d’une espéce plasmodiale a 1’autre et contenant des épitopes B immunodominants
(Godson et al., 1983). La fonction de ces motifs répétés est inconnue. Ces répétitions sont
flanquées de deux régions conservées, la région I et la région II-plus. La région I consiste en
un pentapeptide KLKQP impliqué dans D’attachement aux glandes salivaires chez le

moustique (Sidjanski ef al., 1997). La région II-plus est une séquence de 18 acides aminés
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insérée au sein d’un domaine de répétitions de la thrombospondine (thrombospondin repeat,
TSR) de type 1. Le TSR est un domaine d’une soixantaine de résidus trouvé chez les
membres d’une superfamille de protéines adhésives apparentées a la thrombospondine. Les
domaines de type TSR fixent notamment les glycoconjugués sulfatés (Holt et al., 1990). La
région II-plus de la CSP est impliquée dans 1’adhérence des sporozoites aux héparanes sulfate
protéoglycanes (HSPG) hépatiques (Cerami et al., 1992; Frevert et al., 1993; Cerami et al.,
1994; Sinnis et al., 1994), et est nécessaire a la motilité et a I'infectiosité des sporozoites
(Tewari et al., 2002). L’extrémité C-terminale de la CSP comprend une séquence canonique
d’insertion d’un glycophosphatidyl inositol (GPI) (McCutchan et al., 1996), qui pourrait
I’ancrer a la membrane. La suppression de cette séquence et son remplacement par un
segment transmembranaire empéche le développement des sporozoites dans I’oocyste (Wang
et al., 2005).

TRAP est une protéine transmembranaire de type I exprimée au stade sporozoite de
Plasmodium, et dont la structure est conservée au sein des différentes espéces plasmodiales
(Templeton and Kaslow, 1997). Elle comprend deux motifs adhésifs extracellulaires (un
domaine A et un domaine de type TSR), une région de répétitions, un domaine
transmembranaire et une courte queue cytoplasmique de séquence conservée (Robson et al.,
1988) (Figure 3). Les domaines A sont formés d’environ 200 acides aminés, et sont retrouvés
dans les chalnes alpha de certaines intégrines, dans le facteur von Willebrand, dans des
protéines de matrice extracellulaire dont le collagéne, et dans des composants du complément
(Whittaker and Hynes, 2002). Les domaines A contiennent un motif de 5 acides aminés
appelé MIDAS (metal ion-dependent adhesion site) qui coordine Mg2+ ou Mn2+ (Michishita
et al., 1993). Le motif MIDAS est connu pour moduler les propriétés adhésives des intégrines
(Hynes, 2002).

Si la CSP et TRAP représentent les protéines les plus étudiées, il est maintenant clair
que de nombreuses autres protéines jouent un role essentiel dans 1’infectiosité des sporozoites
(Baldacci and Menard, 2004; Kappe et al., 2004). Avec le séquencage des génomes de
P. falciparum (Gardner et al., 2002), P. yoelii (Carlton et al., 2002) et P. berghei (Hall et al.,
2005), et grace a différentes approches de génomique fonctionnelle et de protéomique, le
répertoire des protéines exprimées au stade sporozoite est désormais mieux connu. L’analyse
d’une banque d’ADNc de sporozoites de P. yoelii a permis de mettre en évidence environ

1500 génes exprimés au stade sporozoite (Kappe et al., 2001). Les données de puces a ADN
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(« DNA microarrays ») ont permis d’identifier environ 2000 génes pour lesquels des transcrits
sont retrouvés au stade sporozoite chez P. falciparum, dont environ 500 sont exprimés a un
niveau ¢élevé (Le Roch ef al., 2003). Parmi ces génes, plus de 100 ne sont pas exprimés aux
stades sanguins. Une étude protéomique des sporozoites de P. falciparum (Florens et al.,
2002) a permis d’identifier 1049 protéines exprimées au stade sporozoite, dont 513 n’avaient
pas été trouvées dans d’autres stades. Plus récemment, une étude protéomique a permis
d’identifier 134 protéines exprimées par les sporozoites de P. berghei, dont 43 exprimées
uniquement a ce stade (Hall et al., 2005). L’analyse fonctionnelle de ces geénes est facilitée
par les manipulations génétiques qui autorisent [’inactivation (« knockout») ou la
modification de génes sans affecter la multiplication des stades sanguins, seuls stades ou la
sélection de mutants est techniquement possible (Menard and Janse, 1997). Le knockout de
plusieurs genes (essentiellement chez P. berghei) a récemment permis d’identifier le role

essentiel de certaines protéines des sporozoites (Tableau 1).

Références

Knockout Localisation Phénotype des sporozoites

CSP Surface, micronémes | Défaut de formation des sporozoites (Menard et al., 1997)

Perte de motilité, défaut d’invasion
TRAP Micronémes, surface | des glandes salivaires du moustique
et des hépatocytes de I'hdte vertébré

(Sultan et al., 1997b;
Mota et al., 2001a)

Défaut d’'invasion des glandes
MAEBL Micronémes, surface salivaires du moustique, mais pas des (Kariu et al., 2002)
hépatocytes chez I'héte vertébreé

Défaut de migration a travers les
UiS10 Micronémes, surface | cellules, sans défaut de motilité ni
d’infectiosité pour les hépatocytes

(Bhanot et al., 2005)

Défaut de migration a travers les
cellules, sans défaut de motilité ni
d’infectiosité pour les hépatocytes

SPECT-1 |Micronémes (Ishino et al., 2004)

Défaut de migration a travers les
cellules, sans défaut de motilité ni
d’infectiosité pour les hépatocytes

SPECT-2 |Micronémes (Ishino et al., 2005a)

Perte d’infectiosité pour les

o .
P36 7 hépatocytes (Ishino et al., 2005¢)

. . Perte d’infectiosité pour les (Ishino et al., 2005c¢; van
P36p Micronemes, surface hépatocytes Dilk et al.. 2005)

Défaut de développement
?

UIS3 ) intrahépatique, sans défaut d’'invasion (Mueller et al., 2005a)
UIS4 2 Défaut de développement (Mueller et al., 2005b)

intrahépatique, sans défaut d’'invasion

Tableau 1. Effets de I’inactivation de différents génes sur les sporozoites de Plasmodium.
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Une approche de mutagenése conditionnelle a récemment été décrite et devrait
permettre d’inactiver spécifiquement [’expression de genes cibles dans les sporozoites
(Carvalho et al., 2004). Ce type d’approche devrait permettre d’étendre les analyses
génétiques chez Plasmodium a des geénes nécessaires a la multiplication érythrocytaire du

parasite, pour lesquels I’obtention de sporozoites mutants était jusqu’a présent impossible.

11.3. Motilité et invasion des cellules cibles chez les Apicomplexa

La motilité et I’invasion des cellules reposent sur des mécanismes conservés chez les
Apicomplexa. La compréhension de ces mécanismes résulte non seulement de I’étude des
sporozoites de Plasmodium, mais aussi de celle d’autres stades de Plasmodium ou d’autres
parasites, notamment 7oxoplasma gondii, auxquels nous ferons donc également référence

dans ce chapitre.

1.3.1. La motilité par glissement

Les formes invasives des Apicomplexa, les zoites, sont mobiles. Ces parasites utilisent
un mode particulier de motricité appelé motilité par glissement (« gliding motility ») qui leur
permet de se déplacer relativement rapidement (1-10 pm/s) sur des substrats solides et de
pénétrer activement dans les cellules cibles, en quelques secondes. Ces parasites sont
dépourvus de cils ou flagelles, et n’étendent pas de pseudopodes. La motilité par glissement
se fait sans changement de forme, et repose sur la translocation antéro-postéricure de
molécules adhésives de surface couplées a un moteur actine-myosine localisé sous la
membrane du parasite (King, 1988; Menard, 2001; Opitz and Soldati, 2002). Tres tot il avait
été observé que I’infectiosité des sporozoites est liée a la motilité par glissement (Vanderberg,
1974). 1l a ensuite été démontré que ’invasion des globules rouges par les mérozoites de
Plasmodium dépend de I’actine et s’accompagne de la translocation vers 1’arriére d’une
jonction annulaire (Aikawa et al., 1978; Miller et al., 1979). D’autres études ont montré que
des particules déposées a la surface des zoites se déplacent vers I’arriere a la méme vitesse

que le glissement (Russell and Sinden, 1981), et les deux processus sont inhibés par les
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cytochalasines (King, 1988). De la méme fagon, les parasites redistribuent des anticorps en
surface (Dubremetz et al., 1985; Speer et al., 1985). Ces différentes observations ont conduit
au modele actuellement admis du « capping » de molécules en surface du parasite, activé par

un moteur actine-dépendant (Russell and Sinden, 1981; King, 1988).

1.3.2. La machinerie moléculaire de la motilité par glissement

La motilité par glissement repose sur la redistribution antéro-postérieure (« capping »)
de molécules adhésives de surface appelées invasines. Ces invasines sont des protéines
transmembranaires dont 1’extrémité cytoplasmique est connectée a un moteur dépendant de
I’actine (Dobrowolski and Sibley, 1996; Wetzel et al., 2003) et d’une myosine (Pinder ef al.,
1998; Matuschewski et al., 2001; Meissner et al., 2002). La myosine est fixée sur le complexe
membranaire interne, alors que I’actine polymérisée (actine F) est apposée a la membrane
plasmique et interagit avec la partie cytoplasmique de I’invasine via I’enzyme glycolytique
aldolase (Buscaglia et al., 2003; Jewett and Sibley, 2003). Pendant la motilité, le complexe
aldolase-invasine serait redistribué le long de filaments d’actine formés localement (Jewett
and Sibley, 2003) et propulsés vers I’arriere par les molécules de myosine attachées au
complexe membranaire interne (Bergman et al., 2003). Cette machinerie redistribue ainsi les
invasines vers 1’arriére, et lorsque la partie extracellulaire de ces molécules adhésives est
engagée dans des interactions avec un substrat fixe, cela induit un mouvement vers 1’avant du
parasite (Figure 4).

Les myosines identifiées chez les Apicomplexa sont particuliéres, et forment une
classe a part, la classe XIV des myosines, spécifique des Apicomplexa (Heintzelman and
Schwartzman, 1997). L’utilisation de mutants conditionnels a permis de démontrer le réle de
la myosine A dans la motilité et 1’invasion de 7Toxoplasma (Meissner et al., 2002). La
myosine A identifiée chez Plasmodium et Toxoplasma est localisée sous la membrane
plasmique (Dobrowolski et al., 1997; Pinder et al., 1998; Margos et al., 2000; Bergman et al.,
2003). La myosine A associée a la protéine MTIP sont ancrées au complexe membranaire
interne par I’intermédiaire des protéines GAP (Glideosome Associated protein)-45 et GAP-50
(Herm-Gotz et al., 2002; Bergman et al., 2003; Gaskins et al., 2004; Baum et al., 2005).
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Figure 4. A. Schéma de la machinerie moléculaire impliquée dans la motilité des sporozoites
de Plasmodium. CMI = complexe membranaire interne. Mt = microtubules. D’aprés (Kappe
et al., 2004). B. La sécrétion des micronémes, induite par des signaux calciques, entraine le
passage de TRAP a la surface du parasite. TRAP se fixe via I’aldolase aux filaments d’actine
formés transitoirement sous la membrane plasmique du sporozoite. La myosine fixée au
complexe membranaire interne (CMI) déplace ces filaments d’actine vers I’arriére, ce qui
entraine une redistribution antéro-postérieure de TRAP (« capping »).

Le modele de la motilité par glissement repose sur la polymérisation de I’actine.
Pourtant, 1’actine F est a peine détectable dans les zoites des Apicomplexa (Shaw and Tilney,

1999; Wetzel et al., 2003). L’actine F peut étre visualisée dans les tachyzoites de Toxoplasma
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seulement aprés traitement par jasplakinolide, un agent stabilisant 1’actine F (Shaw and
Tilney, 1999). L’induction d’une polymérisation massive de I’actine par de fortes doses de
cette molécule entraine une inhibition de la motilité des parasites et de I’invasion des cellules
cibles (Shaw and Tilney, 1999). Par contre, a faible dose, le jasplakinolide augmente la
vitesse du glissement mais géne le mouvement du parasite en induisant de fréquents
changements de sens du déplacement, associés a une désorganisation des filaments d’actine
qui sont alors orientés de fagon aléatoire (Wetzel et al., 2003). Ces résultats suggerent que la
polymérisation d’actine est un facteur limitant dans la motilité, et qu’il s’agit d’un processus
dynamique et régulé. Des protéines de régulation de 1’actine ont été identifiées chez
Plasmodium et Toxoplasma (Allen et al., 1997; Tardieux et al., 1998a; Tardieux et al., 1998b;
Poupel et al., 2000; Delorme et al., 2003; Schuler ef al., 2005).

Il est maintenant clairement établi que les protéines transmembranaires qui connectent
le moteur intraparasitaire au substrat extracellulaire, les invasines, appartiennent a la famille
de TRAP (Robson et al., 1988; Rogers et al., 1992). TRAP joue clairement un rdle essentiel
dans le processus de « capping » qui permet le glissement des sporozoites et 1’invasion des
cellules hotes. TRAP est principalement stockée dans les micronémes (Rogers et al., 1992) et
s’accumule au pdle antérieur du parasite apres sécrétion du contenu des micronémes induite
notamment par le contact avec les cellules (Gantt ef al., 2000). Pendant le déplacement des
sporozoites, TRAP est détectée a la surface du parasite et est relarguée apres clivage
protéolytique (Kappe et al., 1999; Silvie et al., 2004). Des études génétiques ont confirmé que
TRAP est directement impliquée dans la motilit¢ des sporozoites et dans I’invasion des
glandes salivaires et des hépatocytes (Sultan et al., 1997b; Wengelnik et al., 1999;
Matuschewski et al., 2002a). Les mutants de P. berghei et P. yoelii déficients en TRAP ne
sont plus motiles et sont incapables d’infecter les glandes salivaires chez le moustique ou les
hépatocytes chez 1’hdte vertébré (Sultan er al., 1997b; Mota et al., 2001a). L’extrémité
cytoplasmique de TRAP joue un rdole majeur dans la motilité en permettant la connexion au
moteur actine-myosine. Elle forme un complexe avec ’enzyme glycolytique tétramérique
aldolase, et ce complexe fixe 1’actine F (Buscaglia et al., 2003; Jewett and Sibley, 2003). Il a
été montré que les substrats et produits de 1’aldolase sont capables d’inhiber I’interaction de
I’enzyme avec TRAP, ce qui suggere une possible régulation métabolique de la motilité

(Buscaglia et al., 2003). L’association de TRAP a I’aldolase dépend notamment de la
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présence d’un tryptophane subterminal conservé. Chez P. berghei, la délétion de la queue
cytoplasmique de TRAP n’empéche pas I’expression de la protéine a la surface du sporozoite,

mais supprime la motilité et I’infectiosité des sporozoites(Kappe et al., 1999).

La famille des invasines apparentées a TRAP comprend CTRP chez les ookinetes de
Plasmodium (Trottein et al., 1995; Yuda et al., 1999), MIC2 chez Toxoplasma (Wan et al.,
1997), Etp100 chez Eimeria (Tomley et al., 1991; Pasamontes et al., 1993), et TRAPCI1 chez
Cryptosporidium (Spano et al., 1998). Toutes ces protéines sont caractérisées par la présence
dans leur partie extracellulaire d’une ou plusieurs copies des deux types de domaines adhésifs
(domaine A et domaine TSR), ainsi que par la présence d’une queue cytoplasmique riche en
résidus acides et possédant un tryptophane subterminal. Différentes données montrent que ces
protéines ont une fonction similaire a celle de TRAP chez le sporozoite. MIC2 chez
Toxoplasma passe des micronémes a la surface du parasite lors de ’attachement aux cellules
(Carruthers and Sibley, 1997) et colocalise avec la jonction mobile pendant la pénétration du
tachyzoite (Carruthers et al., 1999). La protéine CTRP chez Plasmodium, exprimée au stade
ookinéte, joue probablement le méme rdle. L’inactivation de CTRP chez P. berghei (Dessens
et al., 1999; Yuda et al., 1999) et P. falciparum (Templeton et al., 2000) a montré que CTRP
est nécessaire a la transformation de 1’ookinéte en oocyste, qui nécessite la traversée de
I’épithélium de I’estomac du moustique. Les queues cytoplasmiques des invasines de ces
différents parasites présentent peu d’homologie de séquence, mais elles sont interchangeables,
ce qui démontre une conservation de fonction (Kappe ef al., 1999). Bien que n’appartenant
pas a la famille de TRAP, la protéine transmembranaire EBA-175 (erythrocyte binding
antigen-175) a été initialement suggérée comme paralogue de TRAP chez les mérozoites de
Plasmodium, mais sa queue cytoplasmique est dépourvue du tryptophane subterminal
impliqué dans D’interaction avec I’aldolase (Gilberger et al., 2003). Une autre protéine
paralogue de TRAP vient d’étre décrite chez les mérozoites de P. falciparum. Cette protéine,
nommée MTRAP (pour merozoite TRAP), posséde un domaine TSR mais pas de domaine de
type A, et sa queue cytoplasmique peut interagir avec 1’aldolase (Baum ef al., 2005).

Lorsque les sporozoites glissent, ils relarguent des fragments de TRAP produits aprés
clivage protéolytique (Kappe et al., 1999; Silvie et al., 2004). De grandes quantités de CSP
sont aussi continuellement relarguées au pole postérieur du parasite pendant ses déplacements

(Stewart et al., 1986). La CSP est insérée dans la membrane via une ancre GPI, et donc n’est
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pas directement couplée au moteur actine-myosine. Elle est probablement reliée a ce moteur
via une autre protéine transmembranaire, vraisemblablement TRAP, bien qu’aucune
interaction CSP-TRAP n’ait pu étre mise en évidence par co-immunoprécipitation. Dans ce
cadre, la délétion de la région II dans le TSR de la CSP induit le méme phénotype que
I’inactivation de TRAP (immobilité et perte d’infectiosité des sporozoites) (Tewari et al.,

2002). Cela suggéere un potentiel couplage fonctionnel entre CSP et TRAP.

11.3.3. Invasion des cellules

Les premicres analyses ultrastructurales détaillées de I’invasion des cellules par les
zoites ont porté sur I’invasion des érythrocytes par les mérozoites de Plasmodium (Aikawa et
al., 1978; Miller et al., 1979). Ces études ont montré que les mérozoites entrent dans les
globules rouges via une jonction mobile (« moving junction »). Apres contact initial avec les
cellules, une jonction étroite se forme entre le pdle apical du zoite et la surface cellulaire, puis
est redistribuée vers I’arriere comme un anneau autour du zoite qui pénétre progressivement
au sein d’une vacuole. Une jonction mobile similaire, parfois visible sous forme d’une
constriction autour du parasite, a été observée lors de 1’invasion par d’autres Apicomplexa
(Russell and Sinden, 1981; Dubremetz et al., 1985; Entzeroth, 1985; Chobotar et al., 1993;
Pimenta ef al., 1994; Morisaki et al., 1995).

L’internalisation ne dure que quelques secondes et ne dépend pas de la polymérisation
de I’actine de I’héte (Dobrowolski and Sibley, 1996). Ce processus différe donc de
I’endocytose permettant 1’invasion par certaines bactéries comme Listeria ou Shigella, au
cours de laquelle le cytosquelette de la cellule hdte joue un réle essentiel (Rottner et al.,
2005). Chez les Apicomplexa, I’invasion par formation d’une vacuole se fait selon un
processus similaire a la motilité par glissement. Des ligands parasitaires sont sécrétés a la
surface des parasites a leur pdle antérieur, se fixent sur un substrat ou a la surface d’une
cellule cible, et sont redistribués vers 1’arriere. La fixation de ces ligands a un substrat fixe
entraine un mouvement du parasite vers 1’avant (glissement), alors que la fixation a un
récepteur cellulaire entraine la pénétration du parasite dans la cellule, au sein d’une

invagination de la membrane plasmique qui aboutit a la formation de la vacuole parasitaire

(Figure 5).
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Figure 5. Schéma de ’invasion d’une cellule hote par un zoite, d’apres (Alexander et al.,
2005). Apres attachement, le zoite établit une jonction étroite entre des protéines des
micronemes et du cou des rhoptries et la surface cellulaire. La redistribution antéro-
postérieure de cette jonction (« moving junction ») induite activement par la machinerie
motrice du parasite propulse le zoite vers I’avant au sein d’une invagination de la membrane
plasmique de la cellule, qui aboutit a la formation de la vacuole parasitophore (VP), entourée
de sa membrane (MVP). Lorsqu’elles atteignent le pole postérieur du zoite, les protéines
redistribuées en surface sont relarguées dans le milieu aprés clivage protéolytique. La
sécrétion du contenu du bulbe des rhoptries participe a la formation de la vacuole pendant
I’invasion.

La membrane de la vacuole entoure étroitement le zoite et se referme a son pdle
postérieur une fois qu’il est complétement internalisé (Suss-Toby et al., 1996). L’invasion par
formation d’une vacuole parasitophore se fait ainsi sans rupture d’intégrit¢ de la membrane
plasmique de la cellule hote (Suss-Toby et al., 1996; Mota et al., 2001b). Des mesures de
capacitance membranaire pendant ’invasion par Toxoplasma ont montré que la membrane de
la vacuole parasitophore dérive essentiellement de la membrane plasmique de la cellule hote

(Suss-Toby et al., 1996). Une autre étude a par ailleurs montré qu’au cours de la pénétration
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des tachyzoites de Toxoplasma, les protéines transmembranaires de la cellule hote sont
sélectivement exclues de la jonction et ne se retrouvent donc pas sur la membrane de la
vacuole parasitophore formée, au contraire des protéines a ancrage GPI, qui elles passent la
jonction et sont retrouvées sur la membrane de la vacuole (Mordue ef al., 1999). La séparation
de la vacuole de la membrane plasmique de la cellule fait intervenir le clivage protéolytique
des ligands parasitaires impliqués dans la jonction, et implique des protéases d’origine
parasitaire (Blackman, 2000; Blackman, 2004; O'Donnell and Blackman, 2005). La
pénétration du parasite aboutit a la formation d’un compartiment non-fusogéne, remodelé par
incorporation de protéines et lipides sécrétés par le parasite dans la membrane de la vacuole
parasitophore (Sinai and Joiner, 1997; Lingelbach and Joiner, 1998).

L’invasion des zoites s’accompagne de la sécrétion séquentielle des différentes
vésicules du complexe apical. La formation de la jonction sur lequel le moteur exerce sa force
coincide avec 1I’exocytose des micronémes, qui sécrétent leur contenu au pdle antérieur du
zoite (Entzeroth et al, 1992; Carruthers and Sibley, 1997; Carruthers et al, 1999). La
formation de la membrane de la vacuole coincide avec la libération du contenu des rhoptries,
qui contiennent des lipides et des membranes internes (Sam-Yellowe, 1996; Suss-Toby et al.,
1996). Cependant, deux études récentes ont montré que le contenu des rhoptries participe
¢galement a la formation de la jonction mobile (voir plus loin) (Alexander et al., 2005;
Lebrun et al., In Press). A cet égard, une étude a montré que 1’invasion par les tachyzoites de
Toxoplasma est précédée de I’injection dans la cellule cible de matériel membranaire formant
des vacuoles vides (« evacuoles »), qui fusionnent ensuite avec la vacuole formée lors de la
pénétration du parasite (Hakansson et al, 2001). Ce type de phénomene n’a pas été
documenté chez Plasmodium.

Si la multiplication du parasite dans la cellule hote implique la formation d’une
vacuole parasitophore, certaines formes invasives des Apicomplexa peuvent également
pénétrer dans les cellules hotes directement par effraction de la membrane plasmique de la
cellule. Le parasite intracellulaire réside alors libre dans le cytoplasme, et glisse rapidement
hors de la cellule, a nouveau en trouant la membrane plasmique de la cellule. Par transcytose
active, le parasite peut ainsi migrer a travers plusieurs cellules. C’est le cas notamment des
ookinetes de Plasmodium, qui traversent les cellules de 1’épithélium digestif du moustique
(Han et al., 2000; Zieler and Dvorak, 2000). A cet égard, on peut noter que les ookinétes ne

forment pas de vacuole parasitophore et n’expriment pas de protéines de rhoptries (Hall et al.,
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2005). Les sporozoites de Plasmodium sont également capables de migrer a travers divers
types cellulaires in vitro (Vanderberg et al., 1990; Mota et al., 2001b), y compris des cellules
non hépatocytaires qui ne permettent pas le développement du parasite (Mota et al., 2001b).
La migration des sporozoites a travers les cellules peut étre facilement analysée grace a
I’utilisation de marqueurs macromoléculaires de type dextran couplés a un fluorochrome. Les
cellules sont normalement imperméables a ce type de marqueurs, sauf en cas de pénétration

d’un sporozoite par effraction membranaire (Mota et al., 2001b).

I.4. Les sporozoites dans le moustique

La formation des sporozoites a lieu au sein des oocystes, localisés sous la membrane
basale de I’epithélium du tube digestif du moustique. Les oocystes de mutants déficients en
CSP ne produisent pas de sporozoites (Menard et al., 1997; Thathy et al., 2002). Une autre
protéine appelée SR (scavenger receptor) est également nécessaire a la formation des
sporozoites (Claudianos et al., 2002). Les sporozoites sont libérés dans I’hémolymphe, le
liquide qui baigne la cavité du corps du moustique. La sortie des sporozoites de 1’oocyste est
un processus actif, qui nécessite notamment 1’activité d’une cystéine protéase du parasite (Aly
and Matuschewski, 2005). Les sporozoites sont ensuite transportés par 1’hémolymphe

jusqu’aux glandes salivaires.

1.4.1. Invasion des glandes salivaires

Les sporozoites atteignent les glandes salivaires probablement par transport passif
(Golenda et al., 1990; Rosenberg and Rungsiwongse, 1991; Vaughan ef al., 1992). Une étude
récente a montré qu’un gradient chimiotactique favorise la colonisation des glandes salivaires
par les sporozoites (Akaki and Dvorak, 2005). Les sporozoites infectent préférentiellement les
lobes médian et latéral distal des glandes salivaires, suggérant 1’existence de récepteurs
spécifiques, encore non identifiés (Sterling et al, 1973). Les sporozoites traversent la
membrane basale qui couvre les glandes salivaires puis traversent les cellules sécrétoires
avant d’atteindre les cavités sécrétoires, ou ils demeurent jusqu’a ce qu’ils soient

¢ventuellement transmis a un hote lors d’une piqre.
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Un réle dans I’infection des glandes salivaires a ét¢ démontré pour trois protéines des
sporozoites, la CSP, TRAP, et MAEBL. La CSP est impliquée dans I’attachement aux
glandes salivaires du moustique. Des anticorps anti-CSP injectés dans I’hémolymphe inhibent
I’infection des glandes salivaires par les sporozoites (Warburg et al., 1992), et la CSP sous
forme recombinante se fixe spécifiquement sur les lobes médian et latéral distal des glandes
(Sidjanski et al., 1997). De plus, une forme recombinante de la CSP de P. falciparum et un
peptide dérivé de la région N-terminale de cette protéine inhibent I’invasion des glandes
salivaires par les sporozoites de P. yoelii (Myung et al., 2004). Les sporozoites des mutants de
P. berghei délétés en TRAP sont déficients en motilité et incapables d’infecter les glandes
salivaires (Sultan et al, 1997b). Ils peuvent toutefois s’attacher aux glandes salivaires,
probablement via la CSP. De manicre intéressante, le remplacement de TRAP de P. berghei
par ’homologue TRAP de P. falciparum diminue 1’infectiosité des sporozoites de P. berghei
pour les glandes salivaires du moustique Anopheles stephensi (pourtant infectable par
P. falciparum) (Wengelnik et al., 1999). Ce résultat suggere un couplage fonctionnel avec
d’autres protéines du parasite (CSP par exemple). Des mutations introduites dans les
domaines adhésifs de TRAP (TSR et domaine A) entrainent une baisse d’infectiosité pour les
glandes salivaires (Matuschewski et al., 2002a), de 20% pour des mutants du TSR, de 80%
pour des mutants du domaine A, et de 95% pour les doubles mutants (TSR + domaine A). Ces
résultats suggérent des roles additifs des deux domaines dans 1’invasion des glandes salivaires
par les sporozoites. La protéine MAEBL (apical membrane antigen/erythrocyte-binding-like)
est une protéine transmembranaire conservée au sein du genre Plasmodium (Kappe et al.,
1998). MAEBL est localisée au niveau des micronémes et a la surface du parasite, et est
exprimée par les stades sanguins et les sporozoites (Noe and Adams, 1998; Kappe et al.,
2001; Kariu et al., 2002; Srinivasan et al., 2004). La délétion de MAEBL chez P. berghei n’a
pas d’effet sur le cycle érythrocytaire, mais les sporozoites déficients en MAEBL sont
incapables d’infecter les glandes salivaires du moustique, probablement par défaut
d’attachement (Kariu et al., 2002).

Des données de microscopie ¢lectronique ont montré que les sporozoites de
P. gallinaceum, une espéce plasmodiale aviaire, infectent les cellules sécrétoires des glandes
salivaires en formant une vacuole parasitophore, puis quittent cette vacuole et migrent a
travers la cellule pour atteindre la cavité sécrétoire (Pimenta et al., 1994). 1l faut cependant

noter que le cycle des Plasmodium aviaires est trés différent de ceux des mammiféres. En
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effet, ces parasites sont transmis par des moustiques de genre Culex, et infectent les
macrophages et non pas les hépatocytes. Il n’est donc pas certain que I’infection des glandes
salivaires par les espéces plasmodiales de mammifeéres implique aussi la formation d’une

vacuole.

1.4.2. Différenciation des sporozoites de glandes salivaires

Les sporozoites des oocystes et les sporozoites des glandes salivaires présentent des
différences phénotypiques majeures. Les sporozoites des oocystes reconnaissent et péneétrent
les cellules des glandes salivaires du moustique alors que les sporozoites des glandes
salivaires infectent 1’h6te mammifere. Les sporozoites des oocystes ne sont pas motiles et sont
quasiment non-infectieux chez 1’hote vertébré, alors que les sporozoites des glandes salivaires
sont motiles et infectieux pour 1’hote mammifeére (Vanderberg, 1975; Touray et al., 1992;
Matuschewski et al., 2002b). Les sporozoites des glandes salivaires ne sont plus capables de
réinfecter les glandes salivaires lorsqu’ils sont réinjectés dans 1’hémocele du moustique, ce
qui suggere qu’ils sont programmés pour infecter ’hote vertébré (Touray et al., 1992). De
plus, ils sont devenus insensibles aux signaux chimiotactiques qui attirent les sporozoites des
oocystes vers les glandes salivaires (Akaki and Dvorak, 2005). Ces différences phénotypiques
ont été associ¢es a un profil d’expression différentiel de 30 genes, identifiés comme étant
spécifiquement activés dans les sporozoites des glandes salivaires (Matuschewski et al.,
2002b). Parmi ces genes, 29 ne sont pas exprimés dans les stades sanguins, ce qui suggere
qu’ils codent des protéines impliquées spécifiquement dans les interactions avec les tissus de
I’h6te mammifere et/ou la transformation en schizontes hépatiques. Les produits de ces genes
ont ét¢é nommés UIS, pour « Up-regulated in Infective Sporozoites ». Cette transition dans
I’expression de genes pourrait étre liée a 1’activation des sporozoites par des signaux €émis au

contact des glandes salivaires, et/ou résulter de la maturation des sporozoites.
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I.5. Du moustique au foie

1.5.1. Les sporozoites dans la peau

Les sporozoites sont injectés dans le derme pendant la premicre phase de la piqire par
le moustique, pendant laquelle le moustique sonde la peau a la recherche d’un vaisseau
sanguin et injecte de la salive, qui contient des vasodilatateurs, des anticoagulants, et des
sporozoites présents dans les canaux salivaires. Bien que les moustiques puissent héberger des
centaines voire des milliers de sporozoites dans leurs glandes salivaires, ils n’injectent en
général qu’un petit nombre de sporozoites (10-200) lors du repas sanguin (Rosenberg et al.,
1990; Beier et al., 1991; Ponnudurai et al., 1991; Frischknecht et al., 2004). Les sporozoites
restent dans la peau pendant plusieurs minutes (Ponnudurai et al, 1991; Sidjanski and
Vanderberg, 1997; Matsuoka et al., 2002). Lorsqu’ils sont exposés a une température de
37°C, les sporozoites extracellulaires perdent rapidement leur infectiosité ; ils doivent donc
rapidement migrer au foie et infecter un hépatocyte pour la survie du parasite.

Des études vidéomicroscopiques de parasites exprimant la GFP ont récemment permis
de montrer que les sporozoites dans la peau sont trés mobiles, et migrent a travers les tissus
cutanés avant de pénétrer activement I’endothélium vasculaire pour atteindre la circulation
sanguine et quitter le site de piqlre (Vanderberg and Frevert, 2004). Ces études ont montré
que les sporozoites sont capables de couvrir des distances de plusieurs microns en quelques
minutes (Frischknecht et al., 2004; Vanderberg and Frevert, 2004; Frevert et al., 2005). Cette
locomotion in vivo est tres différente de la motilité sur une surface artificielle comme une
lame en verre, ou les sporozoites se déplacent en cercles ou en spirales en gardant leur forme
en croissant (Stewart and Vanderberg, 1988). Par ailleurs, la présence d’anticorps anti-
sporozoites peut ralentir la vitesse et I’efficacité de migration des sporozoites dans la peau
(Vanderberg and Frevert, 2004). La protéine UIS10, une phospholipase exprimée a la surface
des sporozoites (Matuschewski et al., 2002b; Bhanot et al., 2005), est impliquée dans la
migration du parasite a travers la peau. L’invalidation du géne de UIS10 chez P. berghei
entraine une baisse d’infectiosité des sporozoites transmis par piqire de moustique, associée a
une diminution de la migration des sporozoites a travers les cellules in vitro (Bhanot ef al.,

2005).
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11.5.2. Séquestration hépatique

Une fois dans la circulation sanguine, les sporozoites atteignent rapidement le foie, ou
ils sont séquestrés. L’arrét des sporozoites au niveau du foie est un processus tres efficace.
Les sporozoites sont retrouvés dans les hépatocytes dans les minutes qui suivent leur injection
par voie intraveineuse (Shin et al., 1982), ce qui suggere 1’existence de récepteurs spécifiques
sur les cellules bordant les sinusoides hépatiques. La paroi des sinusoides est constituée de
cellules endothéliales spécialisées fenestrées, et des cellules de Kupffer, les macrophages du
foie qui sont impliqués dans 1’élimination de substances dégradées ou étrangéres du sang
(Figure 6). Les cellules stellaires sont situées dans I’espace de Disse, entre les hépatocytes et
la barriere du sinusoide. Ce sont des cellules de stockage des graisses et les principales

cellules productrices de la matrice extracellulaire hépatique (Gressner and Schafer, 1989).
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Figure 6. Structure du lobule hépatique, d’apres (Frevert, 2004).

La séquestration rapide des sporozoites dans le foie repose sur la fixation de la CSP
aux glycosaminoglycanes (GAGs) de type héparane sulfate dans 1’espace de Disse (Figure 7)
(Cerami et al., 1992; Pancake ef al., 1992; Frevert et al., 1993; Cerami et al., 1994; Frevert et
al., 1996; Pinzon-Ortiz et al., 2001). Les héparane sulfates (HS) sont constitués de longues
chaines de répétitions de disaccharides li€es a une protéine (HS protéoglycanes, HSPG). Les
HSPG sont retrouvés de facon ubiquitaire sur les cellules mammiféres (Esko and Selleck,

2002). Les HS du foie sont caractérisés par un haut degré de sulfatation, proche de celui de
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I’héparine, comparés aux autres types d’héparane sulfate d’autres tissus (Lyon et al., 1994).
Ce haut degré de sulfatation et la forte affinité de la CSP pour les HS hautement sulfatés
contribuent probablement a la spécificité tissulaire observée lors de la séquestration des
sporozoites. Deux domaines dans la CSP, le domaine adhésif TSR dans la région II-plus et un
motif chargé positivement en amont de la région conservée I, ont été impliqués (Sinnis et al.,

1994; Ying et al., 1997; Rathore ef al., 2001).

sporozoite

barriére
sinusoidale

hépatocytes

Figure 7. Séquestration hépatique des sporozoites, d’apres (Sinnis and Sim, 1997). Les
sporozoites sont arrétés dans le sinusoide hépatique via D’interaction avec les héparanes
sulfates protéoglycanes hépatiques (HSPG) proéminents a travers les fenestrations de la
barriere sinusoidale.

La nature des HSPG hépatiques récepteurs de la CSP est inconnue. Les HSPG des
hépatocytes incluent 2 membres de la famille des syndecans (syndecan 1 et 2) (Couchman,
2003). Syndecan-1 n’est pas essentiel a I’infection car des souris déficientes en syndecan-1
sont aussi sensibles a I’infection par les sporozoites de P. yoelii que des souris de phénotype
sauvage (Bhanot and Nussenzweig, 2002). Les résultats de Pradel et coll. suggérent que les
HSPG qui fixent la CSP dans le foie sont essentiellement ceux de la matrice extracellulaire

hépatique, sécrétés par les cellules stellaires, et dont les longues chaines pourraient étre
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exposées dans la lumiere du sinusoide a travers les fenestrations de I’endothélium (Pradel et

al., 2002).

Les HSPG hépatiques sont impliqués dans la clairance des chylomicrons remnants.
Normalement, ces remnants sont ¢liminés de la circulation sanguine en se fixant
spécifiquement sur les HSPG hépatiques, puis sont captés par les hépatocytes via le récepteur
aux lipoprotéines de faible densité (low density lipoprotein receptor, LDL-receptor) et une
protéine apparentée au récepteur des LDL appelée LRP (LDL receptor related protein)
(Mahley and Ji, 1999). La CSP de P. falciparum entre en compétition avec les lipoprotéines
des remnants pour étre ¢liminée de la circulation (Sinnis et al., 1996; Nussenzweig, 1997), et
des souris knockout pour le récepteur des LDL maintenues a un régime riche en graisses sont
moins sensibles a I’infection par les sporozoites de P. yoelii (Sinnis et al., 1996). Ces
observations suggerent que les sporozoites ciblent le foie en utilisant un mécanisme
physiologique de 1’hote. Une interaction de la CSP avec la protéine LRP a par ailleurs été
rapportée (Shakibaei and Frevert, 1996), mais les hépatocytes déficients en LRP restent
sensibles a I’infection par les sporozoites de P. yoelii (Marshall ef al., 2000).

Bien que les interactions CSP-HSPG participent clairement a 1’arrét des sporozoites
dans le foie, d’autres protéines de surface pourraient étre impliquées. Par exemple, les deux
domaines adhésifs extracellulaires de TRAP, le domaine A et le domaine TSR, interagissent
¢galement avec les HSPG (Muller ef al., 1993; Robson et al., 1995; Pradel et al., 2002). De
plus, les sporozoites de P. falciparum expriment certaines proté€ines, notamment PfEMP1
(erythrocyte membrane protein), connues pour étre impliquées dans les interactions entre les
globules rouges infectés et les cellules endothéliales (Florens et al., 2002; Le Roch et al.,
2003). Ces protéines pourraient jouer un réle dans I’interaction des sporozoites avec les

cellules endothéliales.

11.5.3. Passage de la barriére sinusoidale

Les hépatocytes ne sont pas directement accessibles aux sporozoites dans le sinusoide
hépatique. Pour les atteindre, les parasites doivent au préalable traverser la barricre

sinusoidale, constituée de cellules de Kupffer et de cellules endothéliales (Figure 7). Cette
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barriére n’est interrompue que par les fenestrations des cellules endothéliales (de 0,1 um de
diamétre, soit un dixieme de la largeur du sporozoite).

Le modele le plus souvent proposé pour expliquer le passage de la barriére sinusoidale
par les sporozoites repose sur le role des cellules de Kupffer, que les sporozoites
traverseraient pour atteindre I’espace de Disse et les hépatocytes sous-jacents (Danforth et al.,
1980; Meis et al., 1983a). En utilisant le modele d’infection des rats Brown Norway par P.
berghei (trés infectieux chez le rat) in vivo et in vitro, et en utilisant la microscopie
¢lectronique, Pradel et Frevert ont montré que les sporozoites pénétrent les cellules de
Kupffer en formant une vacuole qui ne fusionne pas avec les lysosomes (Pradel and Frevert,
2001). A partir de ces observations, les auteurs ont proposé que les sporozoites traversent les
cellules de Kupffer a I’intérieur d’une vacuole pour passer dans I’espace de Disse et infecter
les hépatocytes adjacents.

Ce modele a cependant été partiellement remis en cause par deux études récentes,
montrant que les sporozoites utilisent leur capacité de transcytose, ¢’est-a-dire de migration a
travers les cellules sans formation de vacuole, pour passer la barriére sinusoidale. En effet, les
mutants de P. berghei déficients en SPECT (sporozoite protein essential for cell traversal)-1
ou SPECT-2 perdent leur capacité¢ de migration a travers les cellules, mais restent capables
d’infecter les hépatocytes (par formation d’une vacuole) et de s’y développer in vitro (Ishino
et al., 2004; Ishino et al., 2005a). Cependant, ces mutants sont trés peu infectieux lorsqu’ils
sont injectés par voie intraveineuse chez le rat, probablement parce qu’ils ne peuvent pas
traverser la barriére sinusoidale. L’infectiosité de ces mutants est en effet totalement restaurée
aprés déplétion des cellules de Kupffer, qui entraine probablement une perte d’intégrité de la
barricre sinusoidale. Ces observations démontrent que la transcytose est essentielle au passage
de la barriere sinusoidale par les sporozoites, mais ne permettent pas de déterminer quel est le
type cellulaire traversé par les sporozoites. Notamment, on ne peut pas exclure que les
sporozoites puissent migrer a travers les cellules endothéliales sinusoidales pour atteindre les
hépatocytes.

Les protéines SPECT-1 et SPECT-2 pourraient ¢galement jouer un role au cours de la
migration des sporozoites dans la peau, mais ce role n’a pas été étudié. Il est intéressant de
noter que la phospholipase PbPL (UIS10) est impliquée dans la migration des sporozoites de
P. berghei dans la peau, mais n’est pas nécessaire au passage de la barriere sinusoidale

(Bhanot et al., 2005), ce qui suggere que l’activité de transcytose des sporozoites est un
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processus complexe qui pourrait impliquer différentes molécules en fonction du type de

cellules traversées in vivo.

I1.6. Infection des hépatocytes

1.6.1. Migration avant infection

Selon un modéle couramment admis, I’infection des hépatocytes par les sporozoites
implique la sécrétion du contenu des vésicules sécrétoires (micronémes notamment) au pole
apical du parasite. Des protéines adhésives ainsi exposées a la surface du parasite peuvent
alors fixer des récepteurs sur la surface des hépatocytes pour former une jonction, dont la
redistribution antéro-postérieure permet au parasite de pénétrer activement dans la cellule au
sein d’une vacuole. Cependant, les sporozoites n’infectent pas immédiatement les hépatocytes
selon un mode productif, c’est-a-dire par formation d’une vacuole ou le parasite se multiplie.
En effet, Mota et coll. ont montré que les sporozoites traversent plusieurs cellules
hépatocytaires par transcytose active, in vitro (Figure 8) et in vivo, avant de finalement
infecter une cellule par formation d’une vacuole parasitophore dans laquelle ils se
développent en schizonte (Mota et al., 2001b). Des observations en vidéo-microscopie
intravitale ont confirmé que les sporozoites migrent pendant plusieurs minutes a travers les
hépatocytes in vivo (Frevert et al, 2005). Certains hépatocytes traversés réparent leur
membrane et survivent (Mota et al., 2001b), alors que d’autres meurent par nécrose (Meis et
al., 1983b). Mota et coll ont proposé que la migration a travers les hépatocytes est une étape
obligatoire précédant I’infection par formation d’une vacuole (Mota et al., 2001b).
Cependant, ce modele a été remis en cause par la démonstration que les sporozoites de P.
berghei déficients en SPECT-1 et SPECT-2, qui ont perdu leur capacité de transcytose,
gardent pourtant leur capacité d’infecter les hépatocytes par formation d’une vacuole (Ishino

et al., 2004; Ishino et al., 2005a).
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Figure 8. Migration d’un sporozoite de P. berghei (vert) a travers un hépatocyte de souris,
révélée par la présence de dextran-rhodamine dans la cellule (rouge) (Silvie ef al., 2003a).

Pourquoi les sporozoites migrent-ils a travers les hépatocytes ? Plusieurs hypothéses
ont été avancées. Les sporozoites pourraient migrer a travers les cellules jusqu’a ce qu’ils
rencontrent un hépatocyte fonctionnellement plus apte au développement du parasite. Mota et
coll. ont par ailleurs montré que la migration des sporozoites a travers les cellules entraine la
sécrétion de 1’hepatocyte growth factor (HGF), qui, en se fixant sur son récepteur c-Met sur
les hépatocytes avoisinants, favoriserait le développement ultérieur des schizontes hépatiques
(Carrolo et al., 2003). 1l faut cependant noter que ces résultats ont été obtenus essentiellement
avec le modele d’infection de cellules HepG2 par P. berghei, systeme dans lequel la méme
équipe a en fait démontré que I’HGF entraine une résistance des cellules a 1’apoptose, qui
pourrait expliquer 1’effet bénéfique observé sur le développement des schizontes in vitro
(Leiriao et al., 2005). Il reste a prouver que des mécanismes similaires sont impliqués au
cours de I’infection des hépatocytes in vivo. Il a également été proposé que les sporozoites
migrent a travers les travées hépatocytaires pour quitter le site d’invasion du sinusoide,
notamment pour échapper aux facteurs pro-inflammatoires sécrétés par les cellules de Kupffer
stimulées lors du passage des sporozoites (Frevert, 2004).

Mota et coll. ont aussi montré que la migration a travers les hépatocytes active les
sporozoites en induisant la sécrétion du contenu des micronémes par un mécanisme
impliquant des signaux dépendant du calcium (Mota et al., 2002). Cette activation est
observée aussi bien avec des cellules hépatocytaires qu’avec d’autres types cellulaires (Mota
et al., 2002). Les protéines stockées dans les micronémes, notamment TRAP, sont rapidement

redistribuées a la surface du parasite lors du contact avec les cellules (Gantt et al., 2000;
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Silvie et al., 2004). Ces protéines micronémales pourraient alors agir comme ligands
participant a la jonction mobile impliquée dans la formation de la vacuole.

Selon une autre alternative, la formation de la jonction pourrait n’étre rendue possible
qu’apres épuisement des molécules impliquées dans I’activité migratoire des parasites. Enfin,
les études récentes montrant I’implication de protéines de rhoptries dans la formation de la
jonction suggerent que la décharge, au moins partielle, du contenu des rhoptries pourrait
constituer un élément essentiel de la transition a un mode invasif productif (Alexander et al.,
2005; Lebrun ef al., In Press).

La nature des mécanismes moléculaires a I’origine de la transition entre mode
transmigratoire et mode invasif des sporozoites reste inconnue. Le contact avec les cellules
entraine le clivage de I’extrémité N-terminale de la CSP par une cystéine protéase parasitaire
(Coppi et al., 2005). Ce clivage de I’extrémité N-terminale de la CSP lorsque les sporozoites
entrent en contact avec les hépatocytes pourrait participer a des signaux d’activation des

sporozoites.

1.6.2. Ligands parasitaires et récepteurs hépatocytaires

Les détails des événements moléculaires qui ont lieu au cours de I’infection des
hépatocytes par les sporozoites ne sont pas connus. En particulier, les ligands parasitaires et
les récepteurs hépatocytaires impliqués n’ont pas été identifiés.

Outre leur rdle dans la séquestration des sporozoites au niveau du foie, les HSPG sont
vraisemblablement impliqués dans ’attachement des sporozoites aux cellules cibles via la
CSP (Pinzon-Ortiz et al., 2001). Par contre, le role des HSPG au cours de 1’étape d’invasion
des cellules est moins évident. En effet, 1’élimination des HSPG de la surface des cellules n’a
qu’un effet limité sur I’invasion des sporozoites de P. berghei (Frevert et al., 1996). Par
ailleurs, les souris déficientes en syndecan-1, un HSPG majeur exprimé par de nombreux
types cellulaires, restent sensibles a 1’infection par P. yoelii (Bhanot and Nussenzweig, 2002).

Jusqu’a présent, TRAP constitue le principal candidat proposé comme ligand potentiel
lors de I’invasion des hépatocytes. Les deux domaines adhésifs de TRAP, TSR et domaine A,
n’ont apparemment aucun role détectable dans la motilité du sporozoite ou dans I’attachement
aux cellules, mais sont impliqués dans 1’invasion des cellules (Matuschewski et al., 2002a).

Le domaine TSR de TRAP, comme celui de la CSP, se fixe aux HSPG hépatiques (Robson e?
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al., 1995). Cependant, ce domaine contribue de fagon mineure a I’invasion, car des mutations
introduites dans le TSR de TRAP chez P. berghei n’ont qu’un effet limité sur 1’invasion,
similaire a celui observé apres élimination des HS de la surface cellulaire (Frevert et al.,
1996; Matuschewski et al., 2002a). Le domaine A de TRAP fixe également 1’héparine et
d’autres glycosaminoglycanes, mais de maniere indépendante du MIDAS (McCormick et al.,
1999). L’¢étude de mutants du domaine A de TRAP chez P. berghei a permis de montrer que
ce domaine joue un réle majeur au cours de I’infection des cellules, et ce role dépend du motif
MIDAS, mais est indépendant des glycosaminoglycanes (Matuschewski et al., 2002a). Des
mutations introduites dans le site MIDAS de TRAP chez P. berghei réduisent de 80%
I’invasion des hépatocytes par les sporozoites. De plus, I’introduction de mutations a la fois
dans le TSR et dans le domaine A de TRAP ¢élimine presque totalement 1’infectiosité des
sporozoites de P. berghei, aussi bien in vivo (infection des glandes salivaires chez le
moustique et des hépatocytes chez 1’hote mammifeére) qu’in vitro dans les cellules HepG2
(Matuschewski et al., 2002a). Ces résultats suggerent que ces deux domaines ont des
fonctions additives pendant I’infection par les sporozoites (Matuschewski ef al., 2002a).

Une étude récente a révélé que le domaine A de TRAP de P. berghei interagit avec
une protéine abondante dans le sérum, la fétuine A (Jethwaney et al., 2005). Les souris
déficientes en fétuine A restent cependant sensibles a l’infection par les sporozoites de
P. berghei. Le role précis de cette molécule au cours de I’invasion des sporozoites reste donc
a définir. Les domaines A de différentes protéines ont été décrits pour interagir avec diverses
molécules comme les molécules d’adhérence intercellulaire ICAM-1 et ICAM-2, le collagene,
la laminine, ou encore les composés du complément C3 et C4 (Colombatti ef al., 1993). Des
souris déficientes en ICAM-1, ICAM-2, ou en composés C3 ou C4 du complément restent
sensibles a I’infection par P. yoelii, ce qui permet d’exclure un role essentiel de ces molécules
au cours de I’invasion des sporozoites (Sultan et al., 1997a). Plusieurs études ont par ailleurs
permis de montrer que d’autres molécules de surface des cellules cibles ne sont pas
nécessaires a l’invasion par les sporozoites, dont CD36 (Sinnis and Febbraio, 2002), le
récepteur des LDL (Sinnis et al., 1996) et le récepteur LRP (Marshall et al., 2000). Enfin, on
ne peut exclure que le role essentiel du domaine A au cours de I’invasion soit d’interagir non
pas avec un récepteur hépatocytaire mais avec une autre protéine de surface du parasite, par
exemple pour permettre un couplage d’une telle protéine avec la machinerie motrice du

parasite.
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En dehors de la CSP et de TRAP, d’autres protéines du sporozoite ont été impliquées
au cours de l'infection des hépatocytes (Baldacci and Menard, 2004). En particulier, des
protéines connues pour étre impliquées dans 1’invasion des globules rouges par les mérozoites
ont ¢été décrites comme participant également a 1’invasion des sporozoites, dont EBA-175
(Gruner et al., 2001), un ligand interagissant avec des acides sialiques de la glycophorine A
des érythrocytes, des produits de la famille génique P235 (Preiser et al., 2002), et ’antigéne
membranaire apical (AMA)-1, une protéine des micronémes nécessaire a l’invasion des
mérozoites, et qui est présente a la surface des sporozoites ou elle est clivée de maniére
similaire 8 TRAP (Silvie et al., 2004). L’inactivation du gene de AMA-1 n’est pas possible
chez Plasmodium (Triglia et al., 2000) ni chez Toxoplasma (Hehl et al., 2000). L’ obtention de
mutants conditionnels de Toxoplasma déficients en AMA-1 a permis de démontrer que cette
protéine des micronémes est nécessaire a 1’invasion des parasites, et est impliquée dans la
formation d’une jonction étroite entre les tachyzoites et la surface des cellules cibles (Mital et
al., 2005). Une étude plus récente a de plus révélé que chez Toxoplasma, AMA-1 s’associe a
des protéines provenant du collet des rhoptries, notamment a une protéine nommée RON-4
(rhoptry neck protein 4), localisée au niveau de la jonction mobile pendant I’invasion
(Alexander et al., 2005; Lebrun et al., In Press). AMA-1 pourrait donc étre impliquée dans la
formation de la jonction entre le sporozoite et I’hépatocyte. AMA-1 étant nécessaire a la
multiplication érythrocytaire du parasite, seule [’utilisation de mutants conditionnels
permettrait de confirmer le role de AMA-1 au cours de I’invasion des sporozoites.

Enfin, deux protéines des micronémes des sporozoites ont ét¢ récemment identifiées
comme indispensables a I’invasion des hépatocytes. Ces protéines, nommées P36 et P36p
(Figure 9), appartiennent a une famille de protéines caractérisées par la présence de domaines
comportant 6 cystéines conservées (Ishino et al., 2005b; van Dijk et al, 2005). Les
sporozoites de P. berghei déficients en Pb36 ou en Pb36p ont une motilité normale et sont
capables de migrer a travers les cellules. Ces mutants restent infectieux pour les glandes
salivaires du moustique mais ne sont plus capables de pénétrer dans les hépatocytes en
formant une vacuole (Ishino et al., 2005b). Ce phénotype est donc trés différent de celui
observé chez les mutants déficients en TRAP (sporozoites non motiles et non infectieux chez
le moustique et chez 1’hote mammifeére) ou en SPECT-1 et SPECT-2 (sporozoites motiles,
infectieux pour les glandes salivaires du moustique mais ayant perdu leur capacité de

transcytose chez 1’hdte mammifere, sans altération de la capacité a former une vacuole) (voir
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Tableau 1). Ces résultats suggerent que P36 et P36p pourraient étre impliquées dans la
formation de la jonction avec I’hépatocyte, peut-&tre comme ligand interagissant avec un

récepteur hépatocytaire.

P36p

P36 |}

il peptide signal

[] domaine a 6 cystéines

D ancre GPI

Figure 9. Structure schématique de la P36p et de la P36, deux protéines des sporozoites
jouant un role essentiel dans I’infection des hépatocytes (Ishino et al., 2005c; van Dijk et al.,
2005).

11.6.3. Développement des formes exo-érythrocytaires

Une fois internalisés dans un hépatocyte au sein d’une vacuole parasitophore, les
sporozoites se différencient en schizontes hépatiques, ou formes exo-érythrocytaires (EEFs,
exo-erythrocytic forms). Lors de cette différenciation, les sporozoites sont typiquement
localisés a proximité du noyau de 1’hépatocyte infecté. Au cours des 24 premiéres heures, les
organelles sont dissociées (notamment le complexe membranaire interne) (Kaiser et al.,
2003). En 2 jours pour les parasites de rongeurs, ou 6 a 7 jours pour les parasites de primates,
le schizonte grossit jusqu’a atteindre une taille qui dépasse la taille initiale de la cellule
(Figure 10). Cette croissance des formes exo-érythrocytaires est caractérisée par une synthése
intense de membranes et d’acides nucl€iques, aboutissant a la formation de milliers de
mérozoites capables d’infecter les globules rouges. Les mécanismes moléculaires impliqués
au cours du développement des formes exo-érythrocytaires ne sont pas connus. Deux

protéines, UIS-3 et UIS-4, exprimées par les sporozoites et les schizontes hépatiques sont
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indispensables au développement du parasite dans I’hépatocyte, mais pas a I’invasion de
I’hépatocyte (Mueller et al., 2005b; Mueller et al., 2005a). Ces protéines pourraient étre

impliquées dans les interactions du schizonte avec la cellule infectée.

Si les schizontes ne se développent dans les cellules qu’au sein d’une vacuole
parasitophore (Mota et al., 2001b), les sporozoites peuvent également se transformer en
pseudo-formes exo-érythrocytaires en 1’absence de cellules, simplement par incubation a
37°C en présence de sérum (Kaiser et al., 2003). Les sporozoites de P. berghei cultivés en
I’absence de cellules subissent les transformations morphologiques typiques de la
différenciation en formes exo-érythrocytaires: désorganisation des micronémes et du
complexe membranaire interne, synthése de HSP70, expression des messagers de protéines de
mérozoites (MSP1 et Hepl17/EXP1) (Kaiser et al., 2003). Cependant, la maturation de ces
pseudo-formes exo-érythrocytaires reste trés limitée. Cette différenciation induite par le
passage des parasites a 37°C est probablement responsable de la perte rapide d’infectiosité
des sporozoites placés a 37°C. Ces résultats montrent que la transformation des sporozoites
suit un programme indépendant des interactions sporozoite-cellule hote, et ou les variations

de température jouent probablement un réle essentiel.

Il.7. Modéles d’étude de la phase hépatique

Un obstacle pour I’étude de la biologie des sporozoites est 1’accés difficile a ces stades
parasitaires. En effet, les sporozoites sont isolés des glandes salivaires d’anophéles, et sont
obtenus en nombre limité. Des techniques d’obtention de sporozoites in vitro dans des
cultures de cellules d’insecte ont été décrites et pourraient constituer des alternatives a
I’infection des moustiques (Warburg and Miller, 1992; Warburg and Schneider, 1993; Al-
Olayan et al., 2002). Le cycle des parasites de rongeurs (P. yoelii et P. berghei notamment)
peut étre entiérement entretenu au laboratoire par transmission entre les rongeurs et le
moustique. P. yoelii et P. berghei ont été initialement isolés de rats arboricoles en Afrique
(Landau and Killick-Kendrick, 1966), mais la possibilit¢ d’infecter expérimentalement des
souris et des rats de laboratoire a permis une large utilisation de ces parasites comme modéeles

d’¢étude de I'infection par Plasmodium. Dans le cas des parasites humains, la culture continue
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des stades érythrocytaires de P. falciparum (Trager and Jensen, 1976) permet d’obtenir des
gamétocytes in vitro, qui sont transmis aux moustiques par nutrition artificielle sur membrane
(Ponnudurai et al., 1982). P. falciparum n’infecte pas les rongeurs, et n’infecte de maniére
expérimentale que quelques espéces de primates en dehors de I’homme (Druilhe ef al., 1982;

Meis et al., 1990; Zapata et al., 2002).

HSP70

DAPI

B 9 jours

4
10um

RAP1 DAPI

Figure 10. Développement des formes exo-érythrocytaires de P. falciparum in vitro, dans des
hépatocytes primaires humains. A. Les parasites intrahépatiques, indiqués par une fleche, ont
été marqués par des anticorps anti-HSP70 de Plasmodium (en vert) et les noyaux de la cellule
et du parasite par DAPI (bleu). B. Schizonte mature 9 jours post-infection, marqué par
anticorps anti-RAP1 (rhoptry associated protein 1) (en rouge) et DAPI (en bleu) (photos O.
Silvie).
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Les cellules permettant le développement des formes exo-érythrocytaires in vitro
dépendent de I’espece plasmodiale. P. berghei et P. yoelii infectent les hépatocytes isolés de
rongeurs, ainsi que certaines lignées d’hépatome de souris, notamment les cellules Hepal-6
(Mota and Rodriguez, 2000). P. berghei mais pas P. yoelii infecte les cellules
d’hépatocarcinome humain HepG2 (Hollingdale et al., 1983; Calvo-Calle et al., 1994). Alors
que P. vivax infecte aussi bien les hépatocytes primaires humains que les cellules HepG2
(Mazier et al., 1984; Hollingdale et al., 1985), le développement de schizontes hépatiques de
P. falciparum n’a jusqu’a présent été observé que dans des hépatocytes primaires humains ou
de certains singes in vitro (Smith et al., 1984; Mazier et al., 1985; Millet et al., 1991). En
particulier, P. falciparum ne se développe pas dans les cellules HepG2 (Hollingdale et al.,
1984; Mazier et al., 1985).
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lll. Les tétraspanines

Les tétraspanines constituent une famille de protéines membranaires conservées au
cours de I’évolution. La famille des tétraspanines a été¢ découverte vers la fin des années 80
avec le clonage successif de CD63 (Hotta ef al., 1988), CD37 (Schwartz-Albiez et al., 1988),
CD81 (Oren et al., 1990), CD9 (Boucheix et al., 1991) et CD53 (Wright et al., 1993), dont les
séquences protéiques possédaient des homologies significatives. Cette superfamille est
ancienne dans I'évolution puisqu’on retrouve des tétraspanines chez des invertébrés
(drosophile, schistosomes, Caenorhabditis Elegans), et des champignons (Todres et al., 2000;
Gourgues et al., 2002; Huang et al., 2005). Des molécules ressemblant aux tétraspanines ont
¢été identifiées chez certains protozoaires (mais pas chez Plasmodium) et dans des plantes
(Huang et al., 2005). La conservation de I'organisation des génes codant pour les tétraspanines
suggere fortement que ces molécules dérivent d'un ancétre commun, par duplication (Wright
et al., 1993). Chez les mammiferes, il existe 32 tétraspanines, dont seulement une minorité a

fait I’objet d’études approfondies (Figure 11).

lll.1. Structure des tétraspanines

Les tétraspanines sont des protéines transmembranaires de 204 a 355 acides aminés
caractérisées par leur structure commune. Elles sont formées de 4 domaines
transmembranaires délimitant deux régions extracellulaires de tailles inégales, la petite boucle
extracellulaire (domaine EC1) et la grande boucle extracellulaire (domaine EC2). La petite
boucle (EC1) comprend 20-28 acides aminés et le grand domaine extracellulaire (EC2) 76-
131. Les extrémités cytoplasmiques de la molécule comprennent en régle générale moins de

3 éme

19 acides aminés, et le domaine cytoplasmique présent entre les 2™ et régions
transmembranaires moins de 5 acides aminés. Les tétraspanines présentent un certain nombre
de caractéristiques qui les différencient des autres protéines a quatre domaines

transmembranaires (Figure 12).
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Figure 11. Famille des tétraspanines de mammiferes, arbre de distance.

L'alignement des séquences primaires des tétraspanines montre que les plus fortes
homologies se retrouvent dans les régions transmembranaires. Il faut noter que dans ces
régions hydrophobes il existe des résidus polaires hautement conservés (asparagine, acide

glutamique, glutamine). La présence de tels résidus dans la bicouche lipidique est
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énergétiquement défavorable, ce qui suggere que ces résidus pourraient participer soit a la
stabilisation de la tétraspanine en interagissant avec des résidus polaires présents dans un
domaine transmembranaire voisin, soit & la formation de complexes avec d'autres protéines
transmembranaires. Les domaines intracytoplasmiques présentent peu d'homologie entre eux.
Certaines tétraspanines comme CD63, CD82 ou CDI151 possédent a leur extrémité C-
terminale un site potentiel d'internalisation (YXX¢ ou ¢ est un acide aminé¢ hydrophobe)

(Stipp et al., 2003b).
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Figure 12. Structure schématique des tétraspanines. EC1 = petite boucle extracellulaire, EC2
= grande boucle extracellulaire. Les acides aminés conservés entre tétraspanines sont indiqués
en vert (présents dans 100% des tétraspanines), en rouge (présents dans plus de 80% des
tétraspanines) et en bleu (présents dans plus de 60% des tétraspanines).
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Les domaines extracellulaires présentent eux une grande variabilit¢ de taille et de
séquence. Cependant le domaine EC2 possede quelques acides aminés conservés, en
particulier 4 cystéines présentes dans toutes les tétraspanines, et localisées a distance
constante des régions transmembranaires. Deux cystéines sont situé¢es dans un motif CCG, a
environ 50 acides aminés de la troisieme région transmembranaire. Une autre cystéine est
dans un motif PxxC et une derni¢re est située 11 acides aminés en amont du quatriéme
domaine transmembranaire. Ces cystéines forment des ponts disulfures et sont impliquées
dans la conformation du domaine EC2 des tétraspanines. Les tétraspanines peuvent étre
classées en trois groupes en fonction du nombre de ponts disulfures présents dans le domaine
EC2 (groupe 1 avec CDS81, CD9 et CD53 : deux ponts disulfures; groupe 2, largement
majoritaire, avec entre autres CD37, CD82 et CD151 : trois ponts disulfures ; groupe 3 avec
Tspan-5, Tspan-10 et Tspan-15 : quatre ponts disulfures). Les tétraspanines sont N-

glycosylées, a quelques exceptions pres, dont CD81, qui n'est pas glycosylé.

La structure du grand domaine extracellulaire EC2 de CD81 a été analysée par
cristallographie (Kitadokoro et al., 2001) (Figure 13). Aprés cristallisation, les auteurs ont
obtenu un dimere de deux molécules EC2, chacune constituée de 5 hélices alpha organisées
en deux domaines : les hélices A et E interagissent entre elles pour former un "pied" coiffé
des trois autres hélices (B, C et D). La "coiffe" est stabilisée par deux ponts disulfures. Le
« pied » contient une face hydrophobe qui participerait a la dimérisation du domaine EC2 en
solution, mais pourrait étre impliquée dans d’autres types d’interactions dans la molécule
entiere, notamment avec la petite boucle extracellulaire de CD81 (domaine EC1) (Seigneuret,
2006). La modélisation de la structure du domaine EC2 de plusieurs tétraspanines a permis
d’obtenir une structure proche de celle observée avec le cristal de CD81, c'est a dire une
structure conservée au niveau du « pied », avec l'insertion d'un domaine variable en taille et
en séquence dans la « coiffe » (Bienstock and Barrett, 2001; Seigneuret et al., 2001). Ce
domaine variable pourrait donner sa spécificité a chaque tétraspanine. Dans le cas de CD&81,
cette région variable du EC2 est constituée des hélices C et D, et contient le site de fixation de
la glycoprotéine d’enveloppe E2 du virus de I’hépatite C (Higginbottom et al., 2000) (ce point

sera repris plus loin).
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Figure 13. Structure tridimensionnelle du domaine EC2 de CDS81, d’aprées (Kitadokoro et al.,
2001). 1. Vue en stéréo du domaine EC2, constitu¢ de 5 hélices alpha. Les hélices A et E
forment un « pied » sur lequel repose une « coiffe » formée par les hélices B, C, et D. Les
deux ponts disulfures apparaissent en jaune. 2 et 3. Représentations des hélices du domaine
EC2 de CDS81 humain, avec les chaines latérales des acides aminés. Les phénylalanines en
positions 126 et 150 forment une interface hydrophobe potentiellement impliquée dans des
interactions intra- ou inter-moléculaires. La phénylalanine 186 est impliquée dans la fixation
de la glycoprotéine d’enveloppe E2 du virus de 1’hépatite C.

lll.2. Expression tissulaire et localisation subcellulaire

L’expression tissulaire est variable d’une tétraspanine a 1’autre, mais de manicre

générale il semble que toutes les cellules de 1’organisme, a I’exception des spermatozoides,
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expriment des tétraspanines (Boucheix and Rubinstein, 2001), y compris les érythrocytes, ou
CDI51 a récemment ¢été identifié comme étant 1’antigéne de groupe sanguin MER2
(Karamatic Crew et al., 2004). Certaines tétraspanines, comme CD9, CD63, CD81, CD82 et
CD151, sont largement exprimées dans I’organisme, sans étre ubiquitaires. A titre d’exemple,
CD81 est exprimé sur les cellules épithéliales, les fibroblastes, les cellules endothéliales, et
sur la plupart des cellules du sang en dehors des érythrocytes, des plaquettes et des
polynucléaires neutrophiles. D’autres tétraspanines ont un spectre d’expression restreint.
CD53 par exemple est un marqueur leucocytaire, alors que CD37 n’est fortement exprimé que
sur les cellules lymphoides B. Certaines tétraspanines ne sont exprimées qu’au niveau de
structures tissulaires spécialisées, comme les uroplakines UPla et UPIb, qui sont des
constituants des plaques urothéliales, et les protéines RDS/périphérine et Rom-1, trouvées
uniquement dans la rétine.

La plupart des tétraspanines sont exprimées a la surface des cellules, mais certaines
sont également présentes en quantités importantes dans des compartiments intracellulaires
(Berditchevski and Odintsova, 1999; Sincock et al., 1999). Par exemple, CD63 posséde au
niveau de son extrémité cytoplasmique C-terminale un signal d’internalisation GYEVM, qui
cible la majeure partic de CD63 dans les lysosomes et probablement les corps
multivésiculaires (Rous et al., 2002). D’autres tétraspanines, incluant Tspan-1, CD82, CD37,
Tspan-3, CD151, Tspan-7 (A15/TALLA-1), Tspan-6 et CO-029, possédent également un site
potentiel d’internalisation au niveau de leur extrémité C-terminale, mais le role de ce motif
dans la fonction de ces tétraspanines n’est pas connu (Stipp et al., 2003b). Les tétraspanines
s’accumulent par ailleurs dans les corps multivésiculaires, qui fusionnent avec la membrane
plasmique pour relarguer des particules de 50 a 100 nm appelées exosomes (Raposo et al.,
1996; Escola et al., 1998). Les exosomes produits par les cellules B sont par exemple enrichis
en tétraspanines CD37, CD53, CD63, CD81 et CD82 (Escola et al., 1998). CD9 et CD81 sont

aussi retrouvés dans les exosomes des cellules dendritiques (Morelli et al., 2004).

lll.3. Microdomaines enrichis en tétraspanines

Une caractéristique majeure des tétraspanines est leur capacité de s’associer entre elles
ainsi qu’a d’autres molécules de surface, notamment des intégrines et des molécules de la

superfamille des immunoglobulines, pour former le réseau des tétraspanines (“tetraspanin
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web”) (Boucheix and Rubinstein, 2001). L’¢tude des complexes a tétraspanines repose
notamment sur les techniques d’immunoprécipitation, a I’aide d’anticorps anti-tétraspanines
et de différents détergents pour lyser les cellules. De maniére remarquable, aprés lyse des
cellules avec des détergents préservant les interactions entre tétraspanines (CHAPS,
Brij96/97, Brij58, Brij99), le profil de molécules co-immunoprécipitées est identique d’une
tétraspanine a 1’autre, pour un type cellulaire donné (Rubinstein et al., 1996; Serru et al.,
1999). Au contraire, le profil obtenu apres lyse des cellules par la digitonine (et parfois le
Triton X-100 ou le NP40), condition qui ne permet plus d’observer les interactions entre
tétraspanines, comporte typiquement une seule tétraspanine et un nombre limité de molécules
(Serru et al., 1999). Ces observations sont a 1’origine du modé¢le de la toile des tétraspanines
(Figure 14). Selon ce modele, les tétraspanines forment des complexes primaires avec
d’autres molécules, dites partenaires moléculaires. Les interactions tétraspanine/tétraspanine
permettent I’assemblage de ces complexes primaires en de larges complexes d’ordre supérieur
constituant la toile des tétraspanines (Serru et al., 1999). Les interactions entre tétraspanines
se font au sein d’un environnement lipidique particulier, contenant du cholestérol et des
gangliosides (Claas et al., 2001; Charrin et al., 2003b; Odintsova et al., 2003; Delaguillaumie
et al., 2004). La toile des tétraspanines forme ainsi des microdomaines membranaires, qui
sont physiquement et fonctionnellement distincts des radeaux lipidiques classiques (« rafts »)

(Claas et al., 2001).

~
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Figure 14. Organisation du réseau des tétraspanines. Chaque tétraspanine (TM4) a la capacité
a former des complexes primaires avec un nombre limit¢é de molécules dites partenaires
moléculaires (P). Les tétraspanines peuvent également s’associer entre elles, assemblant les
complexes primaires en de plus larges complexes multimoléculaires, qui constituent les
microdomaines enrichis en tétraspanines.
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ll1.3.1. Partenaires moléculaires des tétraspanines

Les interactions entre les tétraspanines et leurs partenaires moléculaires sont directes
et hautement spécifiques (Tableau 2). Par exemple, les intégrines o331 et a6PB1 s’associent
directement a CD151 mais pas a d’autres tétraspanines (Yauch et al., 1998; Serru et al.,
1999). EWI-F/CD9P-1 et EWI-2/PGRL, deux protéines de la superfamille des
immunoglobulines récemment décrites, s’associent seulement aux tétraspanines CD9 et CD81
(Charrin et al., 2001; Clark et al., 2001; Stipp et al., 2001b; Stipp et al., 2001a; Charrin et al.,
2003c). D’autres complexes primaires sont par exemple CD81/CD19 sur les cellules
lymphoides B (Bradbury ef al., 1992; Horvath et al., 1998), ou encore CD81/intégrine a4p1

sur les leucocytes (Serru et al., 1999).

Tétraspanines Partenaires
UP1a -UPII
UP1b -UPIII
-ProHB-EGF
CD9 -EWI-F
-EWI-2
CD63 -H,K-ATPase
-CD19
-Intégrine a4p1
CD81 -EWI-F
-EWI-2
-Intégrine o331
CD151 -Intégrine a6p1
-Intégrine 0634

Tableau 2. Partenaires moléculaires connus des tétraspanines. UP = uroplakine, HB-EGF =
heparin binding EGF-like growth factor.
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11.3.2. Microdomaines enrichis en tétraspanines

Les tétraspanines ont également la capacité de s’associer entre elles, permettant
d’assembler plusieurs complexes primaires entre eux (Angelisova et al., 1994; Berditchevski
et al., 1996; Rubinstein et al., 1996). Les tétraspanines jouent ainsi le role d’organisateurs
membranaires de larges complexes multimoléculaires formant la toile des tétraspanines
(Rubinstein et al., 1996; Serru et al., 1999). Ces interactions moléculaires se font dans un
environnement lipidique particulier. En effet, les tétraspanines colocalisent avec les
gangliosides (Claas et al, 2001; Odintsova et al., 2003; Delaguillaumie et al., 2004),
notamment CD9 qui s’associe directement au ganglioside GM3 (Ono et al, 2001), et
plusieurs tétraspanines, incluant CD9, CD81 et CD82, s’associent directement au cholesterol
membranaire (Charrin et al., 2003b). De plus, plusieurs études ont montré que les complexes
a tétraspanines sont distribués au moins en partie dans les fractions légeéres (riches en lipides)
apres centrifugation en gradient de sucrose, lorsque les cellules sont lysées dans des
conditions qui préservent les interactions entre tétraspanines (Brij ou CHAPS par exemple)
(Claas et al., 2001; Charrin et al., 2003b; Cherukuri et al., 2004a; Cherukuri et al., 2004b;
Delaguillaumie et al., 2004). Ces observations sont a 1’origine du concept de microdomaines
enrichis en tétraspanines. Ces microdomaines membranaires présentent des analogies avec les
radeaux lipidiques conventionnels («rafts»), par la présence de cholestérol et de
gangliosides, et par leur capacit¢ de flotter en gradient de sucrose. Cependant, les
microdomaines a tétraspanines présentent des caractéristiques essentielles qui les distinguent
des «rafts » classiques. Ils sont notamment en majeure partie dissociés lors de la lyse en
Triton a 4°C, alors que les rafts sont typiquement résistants au Triton a 4°C (Claas et al.,
2001; Charrin et al., 2003a). Au contraire, I’intégrit¢ des microdomaines enrichis en
tétraspanines est maintenue en Brij97 a 37°C, condition qui dissocie les rafts (Claas et al.,
2001; Charrin et al., 2003a). De plus, les protéines classiquement associées aux rafts, comme
les protéines membranaires a ancrage GPI ou la cavéoline, ne sont pas retrouvées dans les

microdomaines a tétraspanines (Berditchevski ef al., 2002).
Les mécanismes d’interaction entre les tétraspanines restent mal caractérisés. Si la

contribution du cholestérol membranaire a la formation des radeaux lipidiques « classiques »

est bien connue, son réle dans [’organisation des microdomaines a tétraspanines est
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controvers¢ (Claas et al., 2001; Charrin et al., 2003b). La palmitoylation, une modification
post-traductionnelle consistant en [’ajout de palmitates, typiquement sur des cystéines
intracellulaires juxtamembranaires, est un des facteurs favorisant les interactions entre
tétraspanines. Plusieurs études ont montré que les tétraspanines sont palmitoylées sur
plusieurs cystéines (Seehafer et al., 1988; Levy et al, 1991; Berditchevski et al., 2002;
Charrin et al., 2002; Yang et al., 2002). Dans certaines conditions, des mutants de CD9 et de
CDI51 déficients en palmitoylation (par mutation des cystéines intracellulaires) s’associent
de facon moins efficace aux autres tétraspanines, ce qui est en faveur d’un role de la
palmitoylation dans les interactions entre tétraspanines (Berditchevski et al., 2002; Charrin et
al., 2002; Yang et al., 2002; Yang et al., 2004). Les résultats de deux études suggerent que la
palmitoylation de CD81 est un processus dynamique. La stimulation des lymphocytes B
s’accompagne d’une augmentation de la palmitoylation de CD81 (Cherukuri et al., 2004a), et
I’association de CD81 avec I’isoforme ¢ de la protéine 14-3-3 n’intervient qu’en cas de stress

oxydant, qui inhibe la palmitoylation de CD81 (Clark et al., 2004).

Plusieurs observations ont amené le groupe de Hemler a proposer que la structure des
microdomaines enrichis en tétraspanines repose sur des briques centrales constituées par des
homodimeéres (et des hétérodimeres) de tétraspanines (Hemler, 2003; Kovalenko et al., 2004).
Le cristal du domaine EC2 de CD81 analysé par Kitadokoro et coll. consistait en un dimere
du domaine EC2 (Kitadokoro ef al., 2001). La structure de ce domaine comporte notamment
une interface hydrophobe potentiellement impliquée dans des interactions CD81/CD81, sans
que l’on puisse exclure que cette interface soit en fait impliquée dans d’autres types
d’interaction in vivo. Une étude récente de modélisation de la molécule CD81 enticre a
d’ailleurs montré que cette interface hydrophobe serait en fait masquée, au moins en partie,
par la petite boucle extracellulaire de CD81 (domaine EC1) (Seigneuret, 2006). Les travaux
de Kovalenko et coll. ont mis en évidence que des homodimeres CD9/CD9, CD81/CD81 et
CDI151/CD151, ainsi que des hétérodimeres de tétraspanines, peuvent €tre observés apres
pontage covalent dans différents types cellulaires (Kovalenko et al., 2004). Dans ce cadre, il
est intéressant de noter que les tétraspanines RDS/périphérine et ROM-1 forment des
homodimeéres, qui s’assemblent en tétrameres et en structures plus complexes (Goldberg et
al., 1995).

Au niveau de 'urothélium, les tétraspanines UPla et UPIb s’associent respectivement
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avec les uroplakines UPII et UPIII, et des hétérodimeres UPIa/UPII et UPIb/III s’associent en
paires pour former des structures symétriques hexagonales contenant chacune six paires
d’hétérodimeres UPIa/UPII-UPIb/III (Min et al., 2003; Hu et al., 2005). Ces structures
hexagonales constituent les plaques urothéliales caractéristiques de la surface de 1’épithélium
vésical (Figure 15). A I’heure actuelle, on ne sait pas si ce type d’organisation symétrique a la
surface des cellules s’applique plus généralement aux autres types de microdomaines enrichis

en tétraspanines.
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Figure 15. Mod¢le de 1’assemblage des plaques urothéliales, tir¢ de (Hu et al., 2005). Les
tétraspanines UPIa et UPIb s’associent respectivement avec les uroplakines UPII et UPIII, et
des hétérodimeres UPIa/UPII et UPIb/III s’associent en paires pour former des structures
symétriques hexagonales contenant chacune six paires d’hétérodimeres. L’assemblage de ces
structures hexagonales permet la formation des plaques urothéliales.

lll.4. Fonction des tétraspanines

Les tétraspanines ont été impliquées dans divers processus biologiques, comme
I’adhérence, la migration ou la fusion des cellules, des phénomeénes de costimulation, de
transduction de signal ou encore de différenciation, mais leur fonction précise reste inconnue
(Boucheix and Rubinstein, 2001; Hemler, 2003; Levy and Shoham, 2005). Différentes
approches ont ¢été utilisées pour 1’analyse de la fonction des tétraspanines, notamment
’utilisation d’anticorps anti-tétraspanines, la surexpression (par transfection) et 1’inactivation
de geéne (knockout) chez la souris. Les effets induits par les anticorps anti-tétraspanines sont
multiples et souvent spectaculaires. Souvent identiques d’une tétraspanine a I’autre, ces effets
concernent en particulier I'adhérence homotypique (Masellis-Smith et al., 1990), 1'inhibition

de la migration cellulaire (Miyake ef al., 1991; Rubinstein et al., 1994; Jones et al., 1996;
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Cajot et al., 1997; Lagaudriere-Gesbert et al., 1997; Radford et al., 1997, Yanez-Mo et al.,
1998; Stipp and Hemler, 2000), des effets antiprolifératifs (Oren et al., 1990) ou de
costimulation (Lagaudriere-Gesbert et al., 1997). L’invalidation chez la souris du géne de
plusieurs tétraspanines a révélé leur role dans 1’activation des cellules du systéme immunitaire
(Maecker and Levy, 1997; Miyazaki et al., 1997, Tsitsikov et al., 1997; Knobeloch et al.,
2000; Tarrant et al., 2002; van Spriel et al., 2004; Wright et al., 2004). Par ailleurs, les
tétraspanines ont été impliquées dans différentes pathologies. Les tétraspanines jouent
notamment un réle dans la formation des métastases tumorales (Boucheix et al., 2001), le plus
souvent en tant que suppresseurs (Ikeyama et al., 1993; Dong et al., 1995; Radford et al.,
1995), mais parfois aussi en tant que promoteurs de métastases (Claas et al., 1998). Des
mutations dans certaines tétraspanines ont été associées a des maladies génétiques,
notamment des cas de déficit mental 1i¢ au chromosome X (Zemni et al., 2000) ou certaines
formes de rétinite pigmentaire (Kohl et al, 1997). Les tétraspanines sont également
impliquées au cours de certaines infections ; ce point sera repris plus loin. Ici, nous nous
intéresserons a trois aspects de la fonction des tétraspanines : le role des tétraspanines dans la
régulation de la fonction de leurs partenaires, leur role dans des phénomeénes de remaniement

membranaire, et leur role potentiel comme récepteurs.

lll.4.1. Réle des tétraspanines dans la fonction de leurs partenaires

Les tétraspanines contribuent a réguler la fonction de leurs partenaires de plusieurs
facons. Tout d’abord, elles peuvent jouer un rdle dans le trafic intracellulaire ou
extracellulaire de ces molécules associées. Par exemple, CD81 est nécessaire a 1’expression
de son partenaire CD19 a la surface des lymphocytes B (Maecker and Levy, 1997; Miyazaki
et al., 1997, Tsitsikov et al., 1997; Shoham et al., 2003). En I’absence de CD81, on observe
une réduction majeure du niveau d’expression de surface de CD19, associée a un blocage de
la molécule au niveau du réticulum endoplasmique (Shoham et al., 2003). La tétraspanine
CD63, en s’associant a la sous-unité B de la H,K-ATPase, permet son internalisation dans les
cellules pariétales de 1’estomac (Duffield et al., 2003). La tétraspanine CD9 est associée aux
formes membranaires des ligands du récepteur de I’EGF (epidermal growth factor receptor,
EGF-R), qui sont le pro-TGF (tumor growth factor)-a, le pro-HB-EGF et la pro-

amphireguline. L’ association a CD9 augmente 1’activité de ces ligands dans les phénomenes
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de signalisation juxtacrine (Higashiyama et al., 1995; Inui et al., 1997; Shi et al., 2000), par
un mécanisme non ¢élucidé qui pourrait impliquer ’inhibition du clivage de ces ligands
membranaires (Shi et al., 2000). Cependant, une autre étude a mis en évidence que
I’association de CD9 avec le pro-HB-EGF et la métalloprotéase ADAMI10 augmente le
clivage et le relargage de HB-EGF (Yan et al., 2002).

Un deuxiéme mécanisme de régulation par les tétraspanines est la potentialisation des
interactions de leurs partenaires moléculaires avec leurs ligands. Le premier exemple connu
est celui de CD9, qui permet la fixation de la toxine diphtérique sur son récepteur, le proHB-
EGF, qui est associ¢ a CD9 (Iwamoto et al., 1994). L’expression de CD9 augmente la
sensibilité¢ des cellules a I’action de la toxine en augmentant le nombre de sites fonctionnels
du proHB-EGF, sans modifier le nombre total de molécules proHB-EGF a la surface des
cellules (Iwamoto ef al., 1994). De plus, 1’association a CD9 augmente 1’activité juxtacrine de
proHB-EGF (Higashiyama et al., 1995). Cette activité facilitante de 1’activité de proHB-EGF
est spécifique de CD9, et n’est pas observée avec d’autres tétraspanines comme CD63, CD81
et CD82, auxquelles proHB-EGF est probablement indirectement associ¢ via CD9 (Nakamura
et al., 2000). Un autre exemple est la tétraspanine CD151, qui s’associe aux intégrines o331,
a6B1 et a6P4. L’analyse de mutants a permis de mettre en évidence le role de CD151 dans la
régulation de I’activité de ces intégrines. Par exemple, des mutations du site d’interaction de
CD151 avec les intégrines a3B1, a6B1, qui n’altérent pas la capacité des cellules a adhérer au
substrat, entrainent la perte de la capacité des cellules a s’étaler et a former des structures en
cables dans le Matrigel (Kazarov et al., 2002). Des mutations dans I’extrémité cytoplasmique
C-terminale de CD151 diminuent la force d’adhérence de I’intégrine a61 sur son ligand, la
laminine, ce qui se traduit par un retard de 1’étalement des cellules sur ce substrat, ou encore
par une inhibition de la formation de structures en cables (Zhang et al., 2002; Lammerding et
al., 2003). 11 a été montré que I’association a CD151 stabilise la conformation active de
I’intégrine a3B1 (Nishiuchi ef al., 2005). Enfin, 1’association a CD81 facilite 1’adhérence des
cellules leucocytaires sur VCAM-1, en augmentant I’avidité d’interaction de 1’intégrine a4f1
pour VCAM-1, sans modifier I’affinité de I’intégrine pour son ligand (Feigelson et al., 2003).

Enfin, les tétraspanines peuvent réguler des phénomeénes de transduction de signal en
aval de leurs molécules partenaires. A titre d’exemple, CD151 diminue I’activation de Ras
dans les fibroblastes de rat en réponse a I’adhérence médiée par les intégrines (Sawada et al.,

2003).
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1ll.4.2. Tétraspanines et remaniements membranaires

Plusieurs tétraspanines jouent un réle dans des processus impliquant des phénomeénes
de remaniement membranaire. L’exemple le plus marquant est le role de CD9 dans la fusion
des gametes. En effet, I’invalidation du géne de CD9 induit une réduction majeure de la
fertilité chez les souris femelles, sans autre anomalie évidente (Kaji et al., 2000; Le Naour et
al., 2000; Miyado et al., 2000). Cette infertilité¢ est due a un défaut de fusion des ovocytes
avec les spermatozoides. De plus, des anticorps anti-CD9 bloquent la fécondation des
ovocytes normaux in vitro (Chen et al., 1999; Le Naour ef al., 2000). Un motif SFQ présent
dans la région variable du domaine EC2 de CD9 est nécessaire lors de la fusion des gamétes
(Zhu et al., 2002). Une forme recombinante du domaine EC2 de CD9 est capable de bloquer
la fusion quand elle est incubée avec les ovocytes, qui expriment CD9, mais pas avec les
spermatozoides. Cela suggére que CD9 n’interagit pas en trans avec un ligand des
spermatozoides, mais intervient au cours de la fusion des gametes en modulant en cis
I’activité d’une molécule partenaire sur I’ovocyte (Zhu et al., 2002).

CDS8I est également exprimé par les ovocytes, et est aussi impliqué dans la fusion des
gametes. L’invalidation du géne de CD81 entraine une réduction de la fertilité chez les souris
femelles, liée a un défaut de fusion des gamétes (Deng et al., 2000; Rubinstein et al., In
press), et des anticorps anti-CD81 ainsi que le domaine EC2 isol¢ de CD81 peuvent
partiellement inhiber le processus de fusion (Takahashi et al., 2001; Higginbottom et al.,
2003). L’injection d’ARNm codant CDS81, bien que moins efficace que celle d’ARNm de
CD9, permet cependant de restaurer partiellement la capacité d’ovocytes déficients en CD9 a
fusionner avec les spermatozoides (Kaji et al., 2002). Il est intéressant de noter que
I’invalidation du geéne de CD9 chez la souris ne supprime pas complétement la fertilité des
femelles, alors que les souris doublement déficientes en CD9 et en CD81 sont totalement
stériles (Rubinstein et al., In press). L’ensemble de ces résultats suggere que CD9 et CDS81
jouent des roles complémentaires mais non redondants au cours de la fusion des gametes.

Un role des tétraspanines a été décrit dans d’autres phénomenes de fusion cellulaire.
Des études ont ainsi montré que des anticorps anti-CDS81, anti-CD82 ou anti-CD9 inhibent la
formation de syncytium induite par des virus (Fukudome et al, 1992; Imai et al., 1992;

Willett et al., 1997; Schmid et al., 2000). De plus, des anticorps spécifiques de CD81 et CD9
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bloquent la fusion des myoblastes, qui permet la formation des myotubes au cours de la
différenciation musculaire, alors qu’au contraire la surexpression de CD9 augmente la
formation de syncytium a partir de cellules de rhabdomyosarcome (Tachibana and Hemler,
1999). Une étude plus récente a montré que CD9 et CD81 jouent un rdle inhibiteur sur la
fusion des macrophages (Takeda et al., 2003), ce qui suggere que CD9 et CD81 ne participent
pas directement a la fusion des membranes cellulaires, mais interviennent plutét dans la
régulation des phénomenes de fusion.

D’autres phénoménes de remaniement membranaire impliquent des tétraspanines. Par
exemple, des anticorps anti-CD9 induisent des perturbations de la dynamique membranaire au
cours de la différenciation des mégacaryocytes humains (Clay et al., 2001). La dégranulation
des mastocytes induite via le récepteur de haute affinité pour les immunoglobulines E (FceRI)
est inhibée par des anticorps anti-CD81 (Fleming ef al., 1997). 1l a également été montré que
I’engagement de CDS82, en plus d’amplifier les signaux d’activation du récepteur des cellules
T (TCR), induit I’adhérence, 1’étalement et le développement d’extensions membranaires des
lymphocytes T, par un mécanisme impliquant la polymérisation de 1’actine et des Rho
GTPases (Lagaudriere-Gesbert et al., 1998; Delaguillaumie et al.,, 2002). Enfin, comme
mentionné plus haut, les tétraspanines sont enrichies dans les corps multivésiculaires et les
exosomes (Escola er al.,, 1998). L’ensemble de ces observations suggere que les
microdomaines a tétraspanines pourraient constituer un environnement particulierement

favorable aux processus impliquant des remaniements membranaires, y compris la fusion.

1ll.4.3. Ligands des tétraspanines

S’il est clairement documenté que les tétraspanines s’associent latéralement avec
diverses protéines membranaires (interactions en cis), il existe par contre peu de ligands
connus pour interagir en frans avec les tétraspanines. L’exemple le mieux caractérisé est
I’interaction de la glycoprotéine d’enveloppe E2 du VHC avec CD81 (Pileri et al., 1998), qui
implique notamment un acide aminé hydrophobe (F186) dans le domaine EC2 (Higginbottom
et al., 2000), équivalent au site SFQ du domaine EC2 de CD9, impliqué dans la fusion des
gameétes (Zhu et al., 2002). Le réle de CD81 au cours de I’infection par le VHC est détaillé

plus loin.
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Un autre exemple de ligand est la protéine PSG17 (pregnancy-specific glycoprotein
17), une protéine soluble produite par le placenta et appartenant a la superfamille des
immunoglobulines. Chez la souris (mais pas chez I’homme), PSG17 interagit spécifiquement
avec CD9 et inhibe la fusion des gameétes, et le site SFQ de CD9 est nécessaire a la fixation de
PSG17 (Waterhouse et al., 2002; Ellerman ef al., 2003). Enfin, il a récemment été montré que
I’interleukine IL-16 est un ligand potentiel de CD9 (Qi et al., 2005). Cependant, les résultats
de cette étude ne permettent pas d’éliminer la possibilit¢ que CD9 potentialise en fait la
fixation de I’IL-16 sur les cellules en modulant la conformation et/ou 1’activité du récepteur
de I'IL-16 (IL-16R), comme pour la fixation de la toxine diphtérique sur le proHB-EGF
associé¢ a CD9 (Iwamoto et al., 1994).

lll.5. Tétraspanines et infections

111.5.1. CD81 et virus de I’hépatite C

L’exemple le mieux documenté du rdle des tétraspanines au cours des infections est
celui de CDS81 lors de I’infection par le virus de I’hépatite C (VHC). Le VHC est un petit
virus & ARN enveloppé de la famille des Flaviviridae, dont le génome code une polyprotéine
qui est clivée en protéines structurales et non structurales par des protéases cellulaires et
virales. Les protéines structurales incluent les glycoprotéines d’enveloppe El1 et E2, qui
permettent 1’attachement du virus et ’entrée dans les cellules hotes (Voisset and Dubuisson,
2004). CD8I1 a été initialement identifi¢ comme pouvant fixer une forme soluble tronquée de
la glycoprotéine E2 de certaines souches du VHC sur les cellules ((Pileri ef al., 1998). Le site
d’interaction avec E2 est localisé dans la région variable du domaine EC2 de CDS81 et
implique notamment une phénylalanine en position 186 (Higginbottom et al, 2000).
L’interaction E2-CDS81 est spécifique, puisque E2 ne se fixe pas sur CD9, CD63 ou CDI151
(Flint et al., 1999). Par la suite, I’utilisation de particules rétrovirales pseudotypées exprimant
les glycoprotéines d’enveloppe du VHC (VHCpp) a permis de démontrer que CD8I1 est
nécessaire a I’infection des cellules par les VHCpp. En effet, I’infectiosité des VHCpp peut
étre inhibée par des anticorps anti-CD81 (Bartosch et al., 2003a; Bartosch et al., 2003b; Hsu
et al., 2003), par une forme recombinante soluble du domaine EC2 de CD81 (Bartosch ef al.,
2003a; Hsu et al., 2003), ou par inhibition de I’expression de CD81 par siRNA (Zhang et al.,
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2004; Lavillette et al., 2005b). Au contraire, I’expression de CD81 confére la susceptibilité a
I’infection par les VHCpp dans des cellules hépatocytaires n’exprimant pas CD81, comme les
cellules HepG2 (Bartosch et al., 2003b; Cormier et al., 2004; McKeating et al., 2004; Zhang
et al., 2004). Une étude a montré que les anticorps anti-CD81 bloquent I’infection par les
VHCpp a une étape qui suit I’attachement des particules virales aux cellules (Cormier ef al.,
2004). Trés récemment, plusieurs équipes ont réussi a produire des particules virales
infectieuses in vitro dans des cellules hépatocytaires HuH7 transfectées de manicre transitoire
ou stable par un réplicon particulier du VHC (virus JFH-1) (Cai et al., 2005; Lindenbach et
al., 2005; Wakita et al., 2005; Zhong et al., 2005). L’infectiosité de ces particules virales peut
étre inhibée par des anticorps anti-CD81 (Cai ef al., 2005; Wakita et al., 2005; Zhong et al.,
2005) ou par une forme soluble du domaine EC2 de CD81 (Lindenbach et al., 2005), et
I’expression de CDS81 est nécessaire pour I’infection des cellules HepG2 par ces virions
(Lindenbach et al., 2005). Ces résultats confirment ceux obtenus précédemment avec des
pseudoparticules et démontrent le role de CD81 au cours de I’infection par des virions du
VHC.

Si CDS81 a initialement été proposé comme récepteur permettant I’entrée du VHC dans
les cellules, son rdle exact au cours de I’entrée du virus n’est pas clair. Tout d’abord, il faut
noter qu’alors que I’expression de CD81 humain est suffisante pour permettre la fixation de
E2, elle n’est pas suffisante pour permettre l’infection par le VHC. En particulier, les
hépatocytes de tamarins ou de souris transgéniques pour CD81 humain fixent E2 mais ne
permettent pas 1’infection par le VHC (Allander et al., 2000; Masciopinto et al., 2002). Ces
résultats suggérent que d’autres facteurs sont nécessaires pour permettre I’entrée du virus dans
les cellules. Par ailleurs, on observe des différences dans la capacité de E2 a fixer CD81 en
fonction des souches de virus (Roccasecca et al., 2003; Shaw et al., 2003; Kronenberger et
al., 2004; McKeating et al., 2004). Par exemple, alors que E2 des VHC de sous-type la se
fixe avec une forte affinit¢ a CD81, E2 des virus de sous-type 1b présente une affinité
d’interaction beaucoup plus faible pour CD81. La mutation de la phénylalanine en position
186 dans le domaine EC2 de CD81 supprime !’interaction avec E2 de la souche H du VHC
(sous-type la), mais n’a pourtant aucun effet sur I’infection des HepG2/CD81 par des
pseudoparticules exprimant E2 de la souche H du VHC (Zhang et al., 2004). Une autre étude
a montré que les différents sous-types de VHCpp infectent les cellules hépatocytaires de

facon CD81-dépendante, y compris les sous-types du VHC pour lesquels E2 n’interagit pas
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(ou treés peu) avec CD81 in vitro (McKeating et al., 2004). Il n’y a donc pas de corrélation
pour une souche virale donnée entre la capacité de E2 a interagir avec CD81 in vitro et la
dépendance vis-a-vis de CD81 de l’infection des cellules. On peut d’ailleurs noter que le
faible degré d’internalisation observée apres engagement de CD81 par E2 suggere que CDS81
seul n’est pas suffisant pour permettre I’endocytose du virus (Petracca et al., 2000).

La glycoprotéine d’enveloppe E2 du VHC se fixe également sur le récepteur
scavenger de type Bl (SR-B1) sur les cellules (Scarselli et al., 2002). L’infectiosité des
VHCpp peut étre inhibée par des anticorps anti-SR-B1 (Bartosch et al., 2003b) ou par
inhibition de I’expression de SR-B1 par siRNA (Lavillette et al., 2005b). Dans les
hepatocytes, SR-B1 fonctionne comme un récepteur des lipoprotéines, et est responsable de
I’extraction sélective des esters de cholestérol des HDL (high-density lipoproteins) (Connelly
and Williams, 2004). 11 a récemment été montré que les HDL augmentent 1’entrée des VHCpp
dans les cellules Huh-7, par un mécanisme dependant de SR-B1 (Voisset et al., 2005). Les
lipoprotéines de faible densité¢ (lowdensity lipoproteins, LDL) et les apolipoprotéines des
HDL seules n’ont par contre aucun effet sur I’infection. Par ailleurs, le récepteur aux LDL
pourrait faciliter 1’internalisation des virions du VHC associés aux LDL (Agnello et al.,
1999), mais il ne semble pas jouer un réle majeur dans I’infection par les VHCpp (Bartosch et
al.,2003a).

Il est intéressant de noter que les types cellulaires susceptibles a 1’infection par les
VHCpp sont tous d’origine hépatique, et expriment CD81 et SR-B1 (Bartosch et al., 2003b).
Par contre, d’autres types cellulaires exprimant a la fois CD81 et SR-B1 mais d’origine non-
hépatique ne sont pas infectables par les VHCpp (Bartosch et al., 2003b; Hsu et al., 2003), ce
qui suggere que d’autres molécules, exprimées spécifiquement par les cellules hépatocytaires,
sont nécessaires a I’entrée du virus.

L’interaction de E2 avec CDS81 exprimé sur les cellules du syst¢tme immunitaire
pourrait par ailleurs induire des modulations des réponses immunitaires par le VHC. Ainsi, la
fixation de E2 a CD81 bloque I’activation des cellules NK in vitro (Crotta et al., 2002; Tseng
and Klimpel, 2002), suggérant une stratégie d’échappement du virus aux réponses de 1’hote.
Par ailleurs, la fixation de E2 a CD81, en induisant une activation des lymphocytes B, pourrait
participer au développement de certains syndromes lymphoprolifératifs B associés a

I’infection par le VHC (Quinn et al., 2001).
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111.5.2. Autres infections

Des études reposant notamment sur l’utilisation d’anticorps anti-tétraspanines ont
permis de mettre en évidence le role de certaines tétraspanines au cours d’autres infections
virales. CD9 a ¢été impliqué dans la susceptibilit¢ a [Dinfection par le virus de
I’immunodéficience féline (FIV) (Willett et al., 1994). Les anticorps anti-CD9 inhibent la
production de virions du FIV, par un mécanisme agissant apres 1’entrée du virus (de Parseval
et al., 1997; Willett et al., 1997). Les anticorps anti-CD9 inhibent aussi 1’infection par le virus
CDV (Canine Distemper Virus), un morbillivirus qui infecte les canidés (Loffler et al., 1997).
Ils inhibent la fusion cellule-cellule induite par ce virus, mais pas la fusion virus-cellule
(Schmid et al., 2000). D’autre part, les protéines d’enveloppe et la protéine de matrice de
HTLV (Human T Cell Leukemia)-1 sont associées a CD82 (Pique et al., 2000; Mazurov et
al., 2005). Des anticorps anti-CD81 et anti-CD82 ou la surexpression de CD82 avec les
glycoprotéines d’enveloppe de HTLV-1 inhibent la formation de syncytium induite par ce
virus et impliquée dans la transmission du virus de cellule a cellule (Imai and Yoshie, 1993;
Pique et al., 2000). Des anticorps anti-CD63 (mais pas anti-CD9, anti-CD81 ni anti-CD82)
bloquent I’infection des macrophages (mais pas des cellules T) par le virus de
I’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1), par un mécanisme agissant apres la fusion du
virus avec la cellule (von Lindern et al., 2003). Dans les macrophages, les virions du VIH-1
s’accumulent dans les endosomes tardifs, qui sont enrichis en tétraspanines (Pelchen-
Matthews et al., 2003). De plus, CD81 est associé¢ a CD4 (Imai and Yoshie, 1993; Imai et al.,
1995) et participe a des phénoménes de co-stimulation des cellules T qui augmentent la
transcription et la production virale du HIV-1 dans les cellules infectées (Tardif and
Tremblay, 2005). D’autre part, la protéine de matrice de HTLV-1 est associée aux
microdomaines enrichis en tétraspanines, qui pourraient étre impliqués dans la transmission
des virions de HTLV-1 (Mazurov et al., 2005).

Comme nous 1’avons vu plus haut, CD9 pourrait aussi participer a la pathogénie de la
diphtérie. En effet, CD9 est associ¢ au récepteur de la toxine diphtérique qui est le précurseur
du facteur de croissance heparin-binding-EGF (proHB-EGF). L’expression de CD9 a la
surface de cellules exprimant proHB-EGF entraine une augmentation du nombre de sites pour
la toxine diphtérique alors que le nombre de molécules HB-EGF reste constant et que

I’affinité n’est pas modifiée (Iwamoto et al., 1994). 1l est possible que CD9 modifie la
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conformation du proHB-EGF et démasque ainsi de nouveaux sites de fixation pour la toxine,
ou concentre ce récepteur au sein des microdomaines enrichis en tétraspanines et permette
ainsi des interactions de forte avidité avec la toxine diphtérique.

Enfin, une protéine appartenant a la superfamille des tétraspanines a été identifié¢e chez
quatre especes de champignons phytopathogénes (Gourgues et al., 2002). Cette tétraspanine
est impliquée dans I’invasion des tissus de la plante par ces champignons, qui se fait grace a
une structure spécialisée appelée appressorium (Clergeot et al., 2001; Gourgues et al., 2004;
Veneault-Fourrey et al, 2005). La tétraspanine n’est pas nécessaire a la formation de
I’appressorium, mais est impliquée dans des processus de remaniement membranaire au
niveau de 1’appressorium, nécessaires a la colonisation de la plante par le champignon

(Veneault-Fourrey et al., 2005).
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Jusqu’a présent, les mécanismes moléculaires de I’invasion des hépatocytes par les
sporozoites de Plasmodium sont restés trés peu caractérisés. En particulier, les récepteurs
hépatocytaires permettant la pénétration des parasites n’ont pas été identifiés. L’invasion des
sporozoites s’accompagne de la formation d’une vacuole parasitophore, un compartiment
membranaire particulier issu au moins en partie de la membrane plasmique de la cellule. La
formation de cette vacuole implique probablement d’importants remaniements membranaires
a la surface de la cellule au moment de I’entrée du parasite. Comme nous 1’avons vu dans
I’introduction, les tétraspanines jouent un réle au cours de différents processus impliquant des
remaniements membranaires. De plus, les tétraspanines participent a certains processus
infectieux, notamment CDS81, qui est nécessaire a 1’infection des hépatocytes par le virus de
I’hépatite C. Ces différentes considérations nous ont poussés a nous intéresser au role possible
des tétraspanines au cours de I’infection des hépatocytes par les sporozoites de Plasmodium.
Nous avons plus particulierement étudié le role de deux tétraspanines, CD9 et CD81, pour
lesquelles nous disposions d’outils expérimentaux incluant des souris déficientes (knockout)
et des anticorps monoclonaux, au cours de I’infection par les sporozoites du parasite humain

P. falciparum et des parasites de rongeurs P. yoelii et P. berghei.
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Afin de déterminer si les tétraspanines peuvent jouer un rdle au cours de I’infection
par Plasmodium, nous avons tout d’abord analysé I’infection de souris déficientes en CD81
(cd81-/-) (Maecker and Levy, 1997) ou en CD9 (cd9-/-) (Le Naour et al., 2000) par le parasite
de rongeur P. yoelii (souche 265BY), en comparaison avec des souris de phénotype sauvage
(wt, wild type). Aprés injection intraveineuse de sporozoites de P. yoelii, les souris cd9-/-
comme les souris wt ont développé une infection des globules rouges, démontrant un
développement hépatique complet du parasite. Par contre, aucune des souris cd81-/- n’a

développé de parasitémie apres injection intraveineuse de sporozoites (Article 1, Tableau 1).

Les souris cd81-/- sont donc réfractaires a I’infection in vivo par les sporozoites de
P. yoelii. Elles restent cependant sensibles a I’inoculation par des globules rouges infectés, qui

court-circuite la phase hépatique (Article 1, Tableau 1). Ces résultats montrent que CD81

n’est pas nécessaire a I’infection des globules rouges par P. yoelii, en accord avec I’absence
d’expression érythrocytaire de CD81, et suggerent un défaut d’infection des hépatocytes

(invasion et/ou développement hépatique du parasite).

Pour micux caractériser le role de CD81, nous avons utilisé un modéle d’infection in
vitro mis au point au laboratoire (Mazier et al., 1982; Mazier et al., 1984). Des cultures
primaires d’hépatocytes de souris ou d’hépatocytes humains ont été inoculées respectivement
avec des sporozoites de P. yoelii ou de P. falciparum, et analysées aprés 24 a 48 h de culture
pour P. yoelii, ou 3 a 4 jours pour P. falciparum. Nous avons pu observer que les schizontes
hépatiques de P. yoelii se développent aussi bien dans les hépatocytes wt que les hépatocytes
cd9-/-. Par contre, aucun schizonte de P. yoelii n’a pu étre observé dans les hépatocytes

cd81-/- in vitro (Article 1, Figure 1), a ’exception d’un parasite. De maniére tout a fait

inhabituelle, ce schizonte €tait localisé non pas dans le cytoplasme de la cellule infectée, pres

du noyau de la cellule, mais a I’intérieur du noyau de la cellule (Figure 16).
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HSP70 DAPI superposition

Figure 16. Schizonte de P. yoelii marqué par anticorps anti-HSP70 (en vert) a I’intérieur du
noyau (marqué par DAPI, en bleu) d’un hépatocyte de souris cd81-/-, observé en microscopie
confocale. Les images supérieures correspondent a un plan xy alors que les images inférieures
correspondent a un plan xz. Ce schizonte est le seul que nous ayons observé in vitro dans les
hépatocytes cd81-/-.

Nous avons ensuite testé la capacité d’anticorps monoclonaux anti-CD81 et anti-CD9
a bloquer I’infection par P. yoelii et P. falciparum (souche NF54). Les résultats ont montré
que des anticorps anti-CD81 mais pas anti-CD9 bloquent in vitro l’infection des

hépatocytes de souris par P. yoelii, et des hépatocytes humains par P. falciparum

(Article 1, Figures 1b et 2a). L’ajout d’anti-CD81 aprés la phase d’invasion (en pratique 3
heures aprés 1’inoculation des sporozoites, période pendant laquelle les sporozoites migrent
puis infectent les cellules, de manicre asynchrone) n’a pas d’effet sur I’infection (Article 1,
Figure 2b), ce qui suggere que CD81 est impliqué lors de la pénétration des sporozoites.
Effectivement, en utilisant une technique de marquage différentiel des sporozoites intra et
extracellulaires (Renia et al., 1988; Silvie et al., 2002), nous avons pu mettre en évidence un
défaut majeur de pénétration des sporozoites de P. yoelii dans les hépatocytes cd81-/-

(Article 1, Figure 1c), et confirmer que les anti-CD81 inhibent la pénétration des

sporozoites de P. falciparum dans les hépatocytes humains (Article 1, Figure 2c¢).

Il est important de noter que ’inhibition de I’expression de CD81 (mais pas celle de
CD9) dans les hépatocytes primaires humains, par interférence 3 ARN (siRNA, small
interfering RNA), inhibe P’infection par les sporozoites de P. falciparum (voir Article 3,

Figure XX A-B).
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Les sporozoites peuvent pénétrer les cellules cibles selon deux modes distincts : soit
par effraction de la membrane plasmique de la cellule, suivie de la migration du parasite a
travers la cellule, soit par formation de la vacuole parasitophore, au sein de laquelle le
sporozoite se différencie en schizonte hépatique (Mota et al, 2001b). Ces deux modes
d’invasion peuvent étre différenciés grace a 1’utilisation de marqueurs macromoléculaires de
type dextran couplés a un fluorochrome (Mota et al., 2001b). Les cellules sont normalement
imperméables a ce type de marqueurs, sauf en cas de pénétration d’un sporozoite par
effraction membranaire. Aprés inoculation de sporozoites en présence de dextran fluorescent,
les cellules positives en fluorescence correspondent aux cellules traversées, alors que les
cellules infectées par formation d’une vacuole parasitophore sont négatives en fluorescence
(Mota et al., 2001b). En utilisant cette technique, nous avons observé un nombre similaire de
cellules dextran-positives dans les hépatocytes primaires de souris wt et cd81-/- infectés par

des sporozoites de P. yoelii (Article 1, Figure 1d-e). De plus, les anticorps anti-CD81 n’ont

aucun effet sur le nombre de cellules dextran-positives dans des cultures d’hépatocytes
primaires humains infectés par des sporozoites de P. falciparum. Au cours des premiéres
heures aprées inoculation de sporozoites de P. yoelii, la quasi-totalité des hépatocytes cd81-/-
contenant un parasite étaient dextran-positifs, alors qu’une large majorité d’hépatocytes wt
contenant un parasite étaient au contraire dextran-négatifs, résultat d’une invasion par
formation d’une vacuole, sans effraction membranaire. Ces résultats montrent que CD81
n’est pas impliqué dans la migration des sporozoites a travers les cellules, mais est en
revanche nécessaire au mode d’invasion par formation d’une vacuole parasitophore,

elle-méme indispensable a la différenciation des mérozoites potentiellement pathogenes.

Afin de déterminer si CD81 peut jouer un role de récepteur pour P. yoelii et
P. falciparum, nous avons produit des formes solubles des domaines EC2 de CD81 murin et
CD81 humain fusionnés a la glutathion S transférase (GSTmCDS81EC2 et GSThCD81EC2).
Ces protéines sont reconnues par différents anticorps anti-CD81, ce qui indique que la
conformation du domaine EC2 de CDS81 est au moins partiellement conservée dans les
protéines de fusion. Lorsque des hépatocytes primaires murins ou humains ont été infectés
respectivement par des sporozoites de P. yoelii ou de P. falciparum en présence de
GSTmCDS1EC2 ou de GSThCDS1EC2, nous n’avons observé aucune inhibition de

I’infection, méme a des concentrations élevées des protéines de fusion (100pug/ml). Nous
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avons aussi recherché une interaction de ces protéines de fusion avec les sporozoites, par
immunofluorescence, ou avec des protéines extraites de P. yoelii et P. falciparum, par far
western blot et SELDI-TOF (Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight).
Aucune de ces techniques n’a permis de mettre en évidence une interaction entre le
domaine EC2 de CD81 et les parasites. Ces résultats suggerent que CD81 ne jouerait pas un

role de récepteur pour le parasite mais interviendrait de manicre indirecte.

Nous avons également testé le role de CD81 au cours de I’infection par P. berghei
(souche NK65), un autre parasite de rongeurs. Toutes les souris cd81-/- inoculées avec des
sporozoites de P. berghei ont développé une parasitémie, sans délai significatif par rapport
aux souris wt. De plus, les hépatocytes cd81-/- permettent le développement de formes exo-
érythrocytaires de P. berghei, bien que de maniére reproductible nous ayons observé une
réduction du nombre de schizontes en comparaison aux hépatocytes wt in vitro (Figure 17).
Par ailleurs, I'infection des hépatocytes de souris par les sporozoites de P. berghei est
partiellement inhibée par des anticorps anti-CD81 (Figure 17). Ces résultats montrent que
CD81 n’est pas indispensable mais pourrait participer a ’infection des hépatocytes de
souris par P. berghei. On pouvait s’attendre a ce que CD81 ne soit pas indispensable a
I’infection par P. berghei, car les sporozoites de P. berghei infectent trés bien les cellules
d’hépatocarcinome HepG2 (Hollingdale et al., 1983), qui pour la plupart des clones utilisés
dans les laboratoires n’expriment pas CD81 (Berditchevski et al., 1996; Charrin et al., 2001).

Il est classiquement admis que contrairement a P. berghei, les sporozoites de
P. falciparum et de P. yoelii n’infectent pas les cellules HepG2 (Hollingdale et al., 1984;
Mazier et al., 1985; Calvo-Calle et al., 1994). En fait, on peut de maniére reproductible
observer quelques formes exo-érythrocytaires de P. yoelii ou P. falciparum dans les cellules
HepG2, mais tous les parasites sont alors localisés dans le noyau des cellules infectées, et

présentent un degré de maturation assez limité (Article 2, Figure 3). Nous avons pu montrer

que ces schizontes proviennent en fait du développement intranucléaire de sporozoites en
cours de migration, ayant pénétré la cellule par effraction membranaire, sans formation d’une

vacuole parasitophore (Article 2, Figures 7-9). Ces formes intranucléaires ne sont pas

observées dans les hépatocytes primaires (2 I’exception d’un schizonte de P. yoelii trouvé
dans le noyau d’un hépatocyte de souris cd81-/-). Ces formes intranucléaires ne sont donc pas

représentatives du processus normal d’infection, qui se fait par formation d’une vacuole
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parasitophore. Dans les cellules d’hépatome de souris Hepal-6, qui sont infectables par les

sporozoites de P. yoelii selon une voie dépendante de CD81 (Article 2, Figure 4), on observe

aussi des formes intranucléaires, qui représentent jusqu’a 25 % des schizontes (Article 2,

Figure 5 A) et sont indépendantes de la présence de CD81.
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Figure 17. A. Schizontes hépatiques de P. berghei dans des hépatocytes primaires de souris
sauvage (en haut) ou cd81-/- (en bas), marqués par anticorps anti-HSP70 (en vert) et DAPI
(en bleu) 48 heures post-infection. B. Nombre de schizontes hépatiques (exoerythrocytic
forms, EEFs) de P. berghei dans des hépatocytes primaires de souris sauvage ou cd81-/-,
48 heures post-infection. C. Nombre de schizontes hépatiques (exoerythrocytic forms, EEFs)
dans des hépatocytes primaires murins normaux 48 heures aprés inoculation de sporozoites de
P. berghei en présence d’anticorps anti-CD81 de souris (MT81 a 25ug/ml). **, p<0.01.

L’absence d’infection des cellules HepG2 (d’origine humaine) par les sporozoites de
P. yoelii (parasite de rongeurs) n’est pas due a une barricre d’espece, car les sporozoites de
P. yoelii sont parfaitement capables d’infecter des hépatocytes primaires humains (Article 2,
Figure 1). De plus I’expression transgénique de CD81 humain chez les souris déficientes en

CD81 murin rétablit I’infectabilité de ces souris par les sporozoites de P. yoelii, aussi bien in
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vivo qu’in vitro (Article 2, Figure 2). A la différence de P. yoelii, les sporozoites de

P. falciparum n’infectent pas les hépatocytes primaires de souris (Article 2, Figure 1), ce qui
montre qu’il existe une barriere d’espéce dans le cas du parasite humain. De plus, I’expression
de CD81 humain chez les souris transgéniques n’est pas suffisante pour permettre 1’infection

des hépatocytes de souris par P. falciparum in vitro (Article 2, Figure 1).

Afin de déterminer si ’incapacité des sporozoites de P. yoelii et de P. falciparum a
infecter les cellules HepG2 par formation d’une vacuole parasitophore est due a 1’absence
d’expression de CD81, nous avons analysé I’effet de I’expression de CD81 dans ces cellules.
Nous avons utilisé¢ deux lignées de cellules HepG2 exprimant de facon stable CD81 humain
(HepG2/CDS81). L’obtention de trés nombreux schizontes cytoplasmiques apres infection de

ces cellules par des sporozoites de P. yoelii (Article 2, Figure 6) démontre que I’expression

de CD81 dans les cellules HepG2 est suffisante pour permettre ’infection par les
sporozoites de P. yoelii. Ces cellules sont méme beaucoup plus sensibles a I’infection que les
cellules Hepal-6, et constituent donc désormais un modele idéal pour 1’étude in vitro de

I’infection par P. yoelii.

Contrairement a P. yoelii, les sporozoites de P. falciparum ne sont pas capables
d’infecter les cellules HepG2/CD81 en formant une vacuole parasitophore (Article 2,
Figure 9), méme lorsque CD81 est exprimé a un niveau ¢élevé comme dans les
HepG2/CD81"". Cela démontre que CD81 n’est pas suffisant pour P’infection par les
sporozoites de P. falciparum, et suggere que d’autres molécules sont nécessaires, exprimées

dans les hépatocytes primaires humains mais pas dans les cellules HepG2.

Il est intéressant de noter que ’infection par les sporozoites de P. berghei reste
indépendante de CD81 dans les cellules HepG2/CD81, car I’infection n’est inhibée ni par les
anticorps anti-CD81 ni par siRNA ciblant CD81 (Figure 18 A-B). Par contre, de manicre

¢tonnante, nous avons trouvé que I’infection des cellules Hepal-6 par les sporozoites de P.
berghei dépend de CDS81, car I’infection peut étre presque totalement bloquée par un
anticorps anti-CD81 (Figure 18 C). L’inhibition d’expression de CD81 a la surface des
Hepal-6 par deux oligonucléotides siRNA différents (Figure 18 D) inhibe I’infection par les

sporozoites non seulement de P. yoelii mais aussi de P. berghei (Figure 18 E-F).
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Figure 18. A-B. Effets de I’anticorps anti-CD81 humain TS81 (Charrin et al, 2001) a
25pg/ml (A) et d’un duplex siRNA ciblant CD81 humain (B) sur I'infection des cellules
HepG2/CD81 par les sporozoites de P. berghei (souche ANKA). C Effets de ’anticorps anti-
CD81 murin MT81 (voir article 3) a 25ug/ml sur I’infection des cellules Hepal-6 par les
sporozoites de P. berghei. D. Analyse par FACS de I’expression de CD81 (marquage MT81)
a la surface de cellules Hepal-6 transfectées par deux duplex siRNA ciblant mCDg81, en
comparaison a un duplex siRNA controle. E-F. Effets des deux duplex siRNA ciblant mCD81
sur I’infection des cellules Hepal-6 par les sporozoites de P. yoelii (E) ou P. berghei (F) **,
p<0.01.

En résumé, I’expression de CD81 est nécessaire a 1’infection par les sporozoites de
P. yoelii dans toutes les cellules testées (hépatocytes, Hepal-6, HepG2/CD81) et est suffisante
pour rendre les cellules HepG2 sensibles a 1’infection par P. yoelii. CD81 est nécessaire a

I’infection des hépatocytes humains par P. falciparum mais ne suffit pas a conférer la
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susceptibilité¢ a ce parasite dans les cellules HepG2. Enfin, selon le type de cellules cibles,
I’infection par les sporozoites de P. berghei se fait soit par une voie CD81-indépendante (cas
des cellules HepG2), soit par une voie CD81-dépendante (cas des cellules Hepal-6), soit par
deux voies distinctes CD81-dépendante et CD81-indépendante (cas des hépatocytes primaires

de souris).
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Réle des microdomaines enrichis en tétraspanines au cours de
I'infection par les sporozoites de Plasmodium.

Article 3 :

Cholesterol contributes to the organization of tetraspanin-enriched

microdomains and to CD81-dependent infection by malaria sporozoites.
Olivier Silvie, Stéphanie Charrin, Martine Billard, Jean-Frangois Franetich, Krista L. Clark,
Geert-Jan van Gemert, Robert W. Sauerwein, Frangois Dautry, Claude Boucheix, Dominique

Mazier et Eric Rubinstein.

Soumis.
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Afin de développer de nouveaux outils pour 1’étude des tétraspanines chez la souris,
nous avons produit des anticorps monoclonaux chez le rat immunisé contre des complexes a
tétraspanines de souris. Parmi les clones obtenus, nous avons pu sélectionner deux nouveaux
anticorps monoclonaux anti-CD81 de souris, appelés MT81 (Mouse Tetraspanin CD81) et

MT81w (Mouse Tetraspanin CD81 « Web ») (Article 3, Figures 1-3). MT81w n’est capable

de précipiter CD81 que dans les conditions préservant les interactions entre tétraspanines

(Article 3, Figure 4A). Des expériences d’immunodéplétion des complexes a tétraspanines

ont permis de confirmer que MT81w ne reconnait que CDS81 associ¢ au réseau des

tétraspanines (Article 3, Figure 4B). MT81w constitue donc un outil unique pour I’étude

de I’association de CD81 aux microdomaines a tétraspanines.

Notamment, en utilisant ce nouvel anticorps, nous avons pu mettre en évidence qu’une
fraction importante de CD81 est engagée dans la toile des tétraspanines dans les cellules

hépatocytaires, en comparaison a d’autres types cellulaires (Article 3, Figure 3), et que le

cholestérol membranaire joue un rdle important dans la localisation de CD81 au sein des

microdomaines a tétraspanines (Article 3, Figures 5-6). En particulier, la déplétion du

cholestérol membranaire par la méthyl beta cyclodextrine (MBCD) réduit de fagon réversible
le niveau de fixation de MT81w aux cellules. Au contraire, I’apport de cholestérol aux
cellules (par ajout de complexes MPBCD/cholestérol préformés) augmente le niveau de

marquage de MT81w.

Par ailleurs, MT81w inhibe I’infection des Hepal-6 et des hépatocytes de souris par
P. yoelii in vitro, ce qui démontre que les molécules de CD81 associées aux microdomaines

participent a I’infection (Article 3, Figure 7). D’autre part, la déplétion en cholestérol par la

MBCD entraine une réduction non seulement de 1’association de CD81 aux microdomaines a
tétraspanines, mais aussi du nombre de cellules infectées par P. yoelii (et aussi par
P. falciparum dans un modele d’infection d’hépatocytes primaires humains) (Article 3,

Figures 9 et 10). Ces résultats montrent que le cholestérol membranaire contribue a la

ocalisation de ans les microdomaines enrichis en tétraspanines et a I’infection
localisat de CDS81 d 1 d h tét t a ’infect

par les sporozoites de Plasmodium.
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Nos résultats montrent que la palmitoylation de CD81 n’est pas nécessaire pour sa
fonction au cours de I’infection par P. yoelii, puisque la suppression des sites de
palmitoylation dans CD81 humain ne modifie pas sa capacité a permettre I’infection par
P. yoelii de cellules Hepal-6 dans lesquelles CD81 endogéne (murin) a été bloqué par

anticorps ou réprimé par siRNA (Article 3, Figure 8, et données non publiées).

I est important de noter que la déplétion en cholestérol inhibe I’infection des cellules
HepG2/CD81 par les sporozoites de P. yoelii, qui se fait de maniére CD81-dépendante, mais
n’a aucun effet sur D’infection des HepG2 et des HepG2/CDS81 par les sporozoites de
P. berghei, qui se fait de maniére CD81-indépendante (Article 3, Figure 11). En revanche, la

MBCD inhibe I’infection des cellules Hepal-6, qui dépend de CD81, et dans une moindre
mesure celle des hépatocytes de souris, ou CD81 joue un rdle, par les sporozoites de
P. berghei (Figure 19). Ces résultats démontrent un lien fonctionnel entre CDS81 et le
cholestérol membranaire au cours de l’infection par Plasmodium, et suggerent que la
localisation au sein des microdomaines est importante pour la fonction de CD81 au

cours de ’infection par les sporozoites de Plasmodium.
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Figure 19. Nombre de schizontes hépatiques (exoerythrocytic forms, EEFs) 48 heures apres
inoculation de sporozoites de P. berghei dans des cultures d’hépatocytes primaires de souris
(A) ou de cellules Hepal-6 (B) préalablement traitées ou non par méthyl beta cyclodextrine
(MBCD) ou par des complexes MBCD/cholestérol. **, p<0.01.
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Réle des partenaires moléculaires de CD81 au cours de l'infection
par les sporozoites de Plasmodium.

Article 4 :

The CD81 molecular partner EWI-F exerts a negative effect on host cell
infection by Plasmodium yoelii sporozoites.

Olivier Silvie, Toufik Abache, Martine Billard, Jean-Frangois Franetich, Laurent Hannoun,

Geert-Jan van Gemert, Adrian Luty, Claude Boucheix, Dominique Mazier, Eric Rubinstein.

Manuscrit en préparation.
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Afin de caractériser les domaines de CD81 impliqués au cours de 1’invasion des
sporozoites, nous avons réalis¢ une étude de type structure-fonction a 1’aide de
molécules chimériques. Des expériences de complémentation ont tout d’abord montré
que I’expression exogene de CD81 humain (par transfection d’un vecteur plasmidique)
permet de restaurer I’infection des cellules Hepal-6 par P. yoelii aprés siRNA ciblant

CD81 murin endogene (Article 4, Figure 1). L’utilisation de différentes chimeéres

CDY9/CD81 nous a permis de démontrer que le domaine EC2 de CD81 est nécessaire
et suffisant dans un contexte CD9 pour permettre I’infection par les sporozoites de

P. yoelii (Article 4, Figure 1). Comme nous 1’avons vu précédemment, des formes

solubles de ce domaine (protéines de fusion a la GST) n’interagissent pas directement
avec les sporozoites. Dans la mesure ou le domaine EC2 est impliqué dans les
interactions avec les partenaires des tétraspanines (Matsumoto ef al., 1993; Yauch et al.,
2000; Berditchevski et al., 2001; Charrin et al., 2001; Kazarov et al., 2002; Charrin et

al., 2003c¢), ces résultats orientent vers un possible role de molécules associ¢es a CDS81.

Pour caractériser les molécules associées a CD81 dans les cellules
hépatocytaires, nous avons analys¢ différents types cellulaires permissifs au
développement de Plasmodium : hépatocytes primaires humains, hépatocytes primaires
de souris, cellules Hepal-6 et cellules HepG2/CDS81, par immunoprécipitation apres

marquage de la surface des cellules par la biotine (Article 4, Figure 2). Apres lyse des

cellules par la digitonine, qui permet I’étude des complexes primaires, nous avons pu
observer que les protéines majoritaires associées a CD81 dans les différents types
cellulaires étudiés correspondent a EWI-F (aussi appelée CD9P-1 ou FPRP) et
EWI-2 (aussi appelée PGRL), deux protéines de la superfamille des
immunoglobulines déja identifiées comme partenaires de CD81 (Charrin et al.,
2001; Clark et al., 2001; Stipp et al., 2001b; Stipp et al., 2001a; Charrin et al., 2003c)

mais dont la fonction est actuellement inconnue.
Nous avons testé le role de EWI-F et EWI-2 au cours de I’infection par les sporozoites

de Plasmodium en utilisant plusieurs approches. Les anticorps monoclonaux dirigés contre

EWI-F humain (anticorps 1F11, (Charrin et al., 2001)) et EWI-2 humain (anticorps 8A12,
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(Charrin et al., 2003c)) ne bloquent pas l’infection des hépatocytes humains par les
sporozoites de P. falciparum, ni celle des HepG2/CD81 par les sporozoites de P. yoelii
(Article 4, Figure 6). De plus, I’anticorps anti-EWI-F de souris 8G1 ne bloque pas I’infection

des Hepal-6 par les sporozoites de P. yoelii. D’autre part, des protéines solubles
correspondant aux domaines extracellulaires de EWI-F et EWI-2 humains fusionnés au
domaine Fc des immunoglobulines ne se fixent pas sur les sporozoites de P. falciparum, et
n’inhibent pas D’infection des HepG2/CD81 par les sporozoites de P. yoelii (Article 4,
Figure 5). Ces résultats suggérent qu’il n’y a pas d’interaction directe entre EWI-F ou
EWI-2 et les sporozoites.

Nous avons aussi utilis¢ ’ARN interférence pour inhiber 1’expression de EWI-F et
EWI-2 dans les cellules Hepal-6 et les cellules HepG2/CD81. Alors que I’inhibition
d’expression de EWI-2 n’a aucune conséquence sur l’infection des cellules Hepal-6 et
HepG2/CD81 par P. yoelii, celle de EWI-F entraine une facilitation de I’infection dans les

deux types cellulaires (Article 4, Figure 3). Au contraire, la surexpression de EWI-F (par

transfection d’un vecteur plasmidique) inhibe 1’infection des cellules Hepal-6 (Article 4,
Figure 4). Ces résultats démontrent que EWI-F et EWI-2 ne jouent pas un role de récepteur
pour Plasmodium, mais indiquent que EWI-F module négativement P’infection par les

sporozoites.
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l. Implication de CD81 au cours de l'infection par les
sporozoites de Plasmodium

L’infection des hépatocytes par les sporozoites constitue une premiere éEtape
obligatoire du cycle de Plasmodium chez I’hote vertébré. Selon le modele actuellement admis,
les sporozoites pénétrent dans les hépatocytes de maniére active, en formant un compartiment
membranaire particulier, la vacuole parasitophore. La formation de la vacuole se fait au
moment de 1’invasion, et résulte de la redistribution antéro-postérieure de ligands parasitaires
fixés a des récepteurs hépatocytaires. La nature de ces interactions moléculaires reste
inconnue. Nous avons maintenant démontré que la tétraspanine CD81 exprimée a la surface
des cellules hotes joue un role majeur au cours de I’infection par les sporozoites de plusieurs
especes plasmodiales. CD81 est la premicere molécule de 1’hdte identifiée comme essentielle a

I’infection par les sporozoites.

1.1. Le role de CD81 dépend de I'’espéce plasmodiale et du type de
cellules hotes

L’ensemble de nos résultats montre que 1’implication de CD81 au cours de I’infection
par les sporozoites dépend d’une part de 1’espece plasmodiale et d’autre part de la nature des
cellules hotes. En utilisant différentes approches (souris knockout, anticorps, siRNA,
transfection), nous avons démontré que I’infection par les sporozoites de P. yoelii dépend de
CD&81, dans tous les modeles testés. Nous avons également découvert que les sporozoites de
P. yoelii infectent aussi bien les hépatocytes humains que les hépatocytes de souris in vitro, et
que CD81 humain peut remplacer fonctionnellement CD81 murin dans les hépatocytes de
souris transgéniques ou dans les cellules Hepal-6. De plus, I’expression de CD81 humain
suffit a rendre les cellules HepG2 susceptibles a 1’infection par les sporozoites de P. yoelii.

CDS8]1 est également nécessaire lors de I’infection par les sporozoites de P. falciparum,
comme en témoigne 1’inhibition induite par anticorps anti-CD81 ou par siRNA ciblant CD81
dans les hépatocytes humains. A la différence de P. yoelii, les sporozoites de P. falciparum
infectent les hépatocytes humains mais pas les hépatocytes de souris. Cette barriere d’espece
ne repose pas sur CD81 (ou pas uniquement) car 1’expression de CD81 humain ne rend pas

les hépatocytes des souris transgéniques sensibles a I’infection par les sporozoites de
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P. falciparum. Par ailleurs, contrairement a P. yoelii, I’expression de CD81 humain ne suffit
pas a rendre les cellules HepG2 sensibles a I’infection par les sporozoites de P. falciparum.
L’infection par P. falciparum nécessite donc d’autres facteurs de I’hote, exprimés dans les
hépatocytes primaires humains mais pas dans les HepG2.

L’infection par les sporozoites de P berghei est plus complexe car plusieurs voies
semblent impliquées. Il était connu depuis longtemps que les sporozoites de P. berghei
infectent facilement les cellules HepG2 (Hollingdale et al., 1983). L’expression de CD81
dans les HepG2 ne modifie pas le niveau d’infection par P. berghei, et les anticorps anti-
CD81 ainsi que les siRNA ciblant CD81 n’ont aucun effet sur 1’infection des cellules
HepG2/CD81 par les sporozoites de P. berghei. De plus, P. berghei est également capable
d’infecter d’autres cellules de lignées humaines hépatocytaires, comme les cellules HuH7, et
des lignées non hépatocytaires, comme les cellules HeLa (Carrolo et al., 2003). Comme pour
les HepG2/CD81, I’infection des cellules HuH7 et des Hela par P. berghei n’est pas bloquée
par des anticorps anti-CD81 (O. Silvie, données non publiées). A la différence de P. yoelii, les
sporozoites de P. berghei infectent les hépatocytes des souris déficientes en CD81, aussi bien
in vivo qu’in vitro. Cependant, de maniére reproductible, nous avons observé que le nombre
de cellules infectées in vitro est toujours inférieur d’environ 50% dans les hépatocytes cd81-/-
par rapport aux hépatocytes de phénotype sauvage. De plus, I'infection des hépatocytes de
souris par P. berghei est partiellement bloquée par ’anticorps anti-CD81 de souris MT81. Ces
résultats montrent que P. berghei utilise deux voies distinctes pour infecter les hépatocytes de
souris, une voie CD81-dépendante et une voie CD81-indépendante. De fagcon remarquable, les
sporozoites de P. berghei infectent les cellules Hepal-6 uniquement par une voie CD81-
dépendante. En effet, I’infection peut étre totalement bloquée par 1’anticorps anti-CDS§1
MTRI in vitro. Par ailleurs, I’inhibition par siRNA de I’expression de CD81 a la surface des
cellules entraine également une inhibition de I’infection par les sporozoites de P. berghei.
Notons toutefois que cette inhibition est moins marquée qu’avec P. yoelii, ce qui suggere que
I’infection des cellules Hepal-6 par les sporozoites de P. berghei pourrait nécessiter un seuil
d’expression de CD81 plus faible que P. yoelii. Les différents résultats obtenus avec les trois

especes plasmodiales étudiées sont résumés dans le Tableau 3.
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Cellules humaines Cellules de souris

Hépatocytes
humains

Hépatocytes
de souris

HepG2/CD81 Hepa1-6

P. falcipa Infection CD81-

dépendante
Infection . . s
P. yoelii Réle de CD31 Infection CD81- Infection CD81- Infection CD81-
) Ll A dépendante dépendante dépendante
non testé)
Infection CD81-
Infection : et
i - i Infection CD81-
P. berghei (Réle de CD81 dépendante
non teste)

Tableau 3. Susceptibilité des différents types cellulaires vis-a-vis des especes plasmodiales
testées.

Deux points méritent d’étre soulignés. Tout d’abord, nos résultats montrent que mise a
part une dépendance différentielle vis a vis de CD81, l’infection par les sporozoites de
P. yoelii et celle par P. berghei présentent des caractéristiques communes qui les distinguent
de linfection par P. falciparum, d’une part par I’absence de barriere d’espéce lors de
I’infection des hépatocytes, d’autre part par leur capacité a infecter des cellules de lignées. On
peut noter que dans les HepG2/CD81 le niveau d’infection obtenu avec P. yoelii est assez
proche de celui obtenu avec P. berghei. Par ailleurs, le niveau d’infection est plus faible dans
les cellules Hepal-6, aussi bien avec P. yoelii que P. berghei, et dépend dans les deux cas de
CD8I1. Le séquencage des génomes de P. yoelii (Carlton et al., 2002) et P. berghei (Hall et
al., 2005) a révélé que ces deux parasites de rongeurs sont génétiquement proches. Leurs
séquences protéiques sont globalement identiques a pres de 90% (Hall et al., 2005). Par
contre, P. yoelii et P. berghei ne sont globalement identiques qu’a environ 60% a
P. falciparum, en terme de séquence protéique (Hall et al., 2005). Il est important de noter
que les hotes naturels de P. berghei et de P. yoelii sont des rats arboricoles (Gramnomys et

Thamnomys, respectivement) (Landau and Killick-Kendrick, 1966). Il serait donc intéressant
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d’évaluer le role de CD81 chez ces animaux au cours de ’infection par les sporozoites de
P. berghei et P. yoelii. 1l serait également intéressant de déterminer si CD81 participe a
I’infection par d’autres Plasmodium, notamment P. vivax, dont les sporozoites sont capables
d’infecter les cellules HepG2 (Hollingdale et al., 1985).

Un deuxiéme point intéressant est la capacité des sporozoites de P. berghei a utiliser
deux voies différentes, I'une dépendante de CDS81 et 'autre indépendante de CDS8I1, en
fonction du type de cellules cibles. De maniere similaire, les mérozoites de P. falciparum
peuvent utiliser plusieurs voies pour infecter les globules rouges. Ces voies reposent sur
I’utilisation de différents ligands exprimés a la surface des mérozoites (notamment EBA-175)
et de différents récepteurs présents a la surface des érythrocytes (notamment les
glycophorines A, B et C) (Gaur et al., 2004). L’importance de chacune des voies dans
I’invasion des globules rouges varie d’une souche parasitaire a 1’autre (Gaur et al., 2004). Le
fait que les sporozoites de P. berghei puissent infecter leurs cellules cibles, et en particulier
les hépatocytes de souris, en utilisant deux voies différentes, suggére la possibilit¢ d’une

redondance des voies d’invasion également dans le cas de I’infection par les sporozoites.

I.2. Etapes de l'infection mettant en jeu CD81

En I’absence de CD8I1, les sporozoites sont toujours capables de s’attacher aux
cellules. En utilisant une technique de double marquage (Renia ef al., 1988; Silvie et al.,
2002), indispensable pour distinguer les sporozoites internalisés des sporozoites
extracellulaires restés attachés aux cellules, nous avons démontré que 1’absence ou le blocage
de CD81 entraine une réduction majeure du nombre de parasites intracellulaires. De plus, les
anticorps anti-CDS81 inhibent I’infection par les sporozoites seulement lorsqu’ils sont mis en
présence des cellules avant ou en méme temps que les sporozoites, et n’ont par contre aucun
effet lorsqu’ils sont ajoutés aux cultures apres la pénétration des sporozoites, ce qui confirme
que CDS81 est impliqué aux stades précoces de I’infection.

Les sporozoites peuvent pénétrer dans les cellules de deux maniéres différentes, soit
par effraction membranaire, soit par formation d’une vacuole parasitophore. Le mode d’entrée
par effraction membranaire est utilisé par les sporozoites pour migrer a travers plusieurs
cellules. Cette transcytose précede I’invasion par formation d’une vacuole parasitophore, au

sein de laquelle le parasite se différencie et se multiplie. Nos résultats obtenus en utilisant un
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marqueur dextran fluorescent indiquent trés clairement que CD81 n’est pas impliqué dans la
migration a travers les cellules, puisque les sporozoites migrent aussi bien dans les cellules
déficientes en CD81 (hépatocytes cd81-/-, HepG2) que dans les cellules exprimant CD81
(hépatocytes normaux, HepG2/CD81), et les anticorps anti-CD81 ne réduisent pas le nombre
de cellules traversées par les sporozoites. Jusqu’a présent, les seuls facteurs identifiés comme
jouant un role au cours de la transcytose des sporozoites sont des protéines du parasite,
notamment une phospholipase membranaire et une protéine possédant un domaine de type
perforine (Ishino et al., 2004; Bhanot et al., 2005; Ishino et al., 2005a). Ces protéines
pourraient €tre impliquées dans la lyse de la membrane plasmique de la cellule par le
sporozoite en cours de migration. Il ne semble pas y avoir de spécificité cellulaire de I’activité
de transcytose, car les sporozoites de plusieurs espéces plasmodiales sont capables de migrer
a travers divers types cellulaires (Mota et al., 2001b).

L’utilisation du test au dextran a par ailleurs révélé qu’en 1’absence de CDSI
(hépatocytes cd81-/-, cellules HepG2), les sporozoites de P. yoelii et de P. falciparum
retrouvés dans les cellules a des temps précoces (1 a 5 heures post-inoculation) sont des
sporozoites en cours de migration. Ce résultat, combiné a la réduction majeure du nombre de
parasites intracellulaires observés en 1’absence de CD81, implique que CD81 est nécessaire
pour I’invasion des sporozoites par formation d’une vacuole. L’invasion des sporozoites par
formation de la vacuole parasitophore comprend théoriquement plusieurs étapes : interactions
ligands-récepteurs formant la jonction, redistribution antéro-postérieure de la jonction, fusion
membranaire aboutissant a la fermeture de la vacuole, modifications précoces de la vacuole.
A T’heure actuelle, nos résultats ne permettent pas d’affirmer a laquelle de ces étapes CD81
intervient. Comme nous 1’avons mentionné plus haut, nous n’avons pas noté¢ de défaut
d’attachement des sporozoites aux cellules en I’absence de CD81, mais 1’attachement observé
refléte probablement 1’interaction entre la CSP qui recouvre la surface des sporozoites et les
HSPG de la surface cellulaire, et masque 1’attachement spécifique polarisé qui intervient lors
de la formation de la jonction impliquée dans I’invasion.

Nos résultats ne permettent pas d’exclure que la vacuole puisse commencer a se
former en I’absence de CDS81, mais que le processus échoue pendant ou a la fin de
I’internalisation du sporozoite, qui serait alors rapidement éliminé de la cellule. Une limite du
modele in vitro est I’absence de synchronisation du processus d’invasion par formation de la

vacuole, liée notamment a la migration des sporozoites avant ’infection. Méme si le
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processus d’invasion ne dure lui-méme que quelques secondes, 1I’ensemble des événements de
pénétration des sporozoites ont lieu entre 0 et 3 heures apres inoculation des sporozoites in
vitro (Mota et al., 2001b; Silvie et al., 2003b). Un autre obstacle majeur pour 1’étude de la
vacuole au moment de sa formation est 1’absence de marqueurs spécifiques et précoces de la
vacuole parasitophore des sporozoites de Plasmodium. En particulier, les protéines contenues
dans les rhoptries des sporozoites n’ont pas été identifiées. Dans le cas de Toxoplasma par
exemple, les protéines de rhoptries sont excrétées dans la vacuole au moment de
I’internalisation des tachyzoites, ce qui permet de visualiser la vacuole en cours de formation
(Hakansson et al., 2001). Notons aussi qu’une protéine spécifiquement localisée a la jonction,
RON-4, a récemment été caractérisée chez Toxoplasma (Alexander et al., 2005; Lebrun ef al.,
2005). Jusqu’a présent, de tels marqueurs n’ont pas été décrits chez les sporozoites de
Plasmodium. La protéine UIS-4, récemment décrite comme présente chez les sporozoites et
localisée au niveau de la membrane de la vacuole parasitophore entourant les schizontes
(Kaiser et al., 2004; Mueller et al., 2005b), pourrait constituer un marqueur précoce de la
vacuole, permettant notamment d’analyser |’invasion des sporozoites a des temps
extrémement précoces (quelques minutes post-invasion), notamment pour déterminer s’il peut
y avoir formation transitoire d’une vacuole en I’absence de CDS].

Nous n’avons pas détect¢é CD81 au niveau de la vacuole parasitophore de P. yoelii et
P. falciparum a des temps précoces (3 heures) ou plus tardifs (24-72 heures) post-infection
(O. Silvie, données non publiées). On ne peut pas exclure que CD81 soit présent au niveau de
la vacuole trés précocement au moment de sa formation. Il est cependant important de
rappeler qu’en théorie, selon le modele d’invasion des zoites chez les Apicomplexa, les
récepteurs cellulaires engagés dans des interactions avec leurs ligands parasitaires ne sont a
priori pas internalisés, mais restent a la surface de la cellule au niveau de la jonction annulaire
qui entoure le parasite en cours d’invasion (voir Figure 5 dans I’introduction).

A 37°C, les sporozoites perdent rapidement leur capacité infectieuse (A. Siau, O.
Silvie, et al., observations personnelles), probablement parce qu’ils commencent a se
différencier. Il a en effet ét€ montré qu’en 1’absence de cellules, les sporozoites de P. berghei
peuvent se transformer en formes exo-érythrocytaires jeunes, par simple incubation a 37°C en
présence de sérum (Kaiser et al., 2003). Cela suggere que les sporozoites sont programmeés
pour se transformer en formes hépatiques. Nos résultats démontrent que la différenciation des

sporozoites dans les cellules ne nécessite pas la formation d’une vacuole parasitophore au
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moment de ’invasion. En effet, certains sporozoites en cours de transcytose se localisent dans
le noyau de la cellule traversée, ou ils peuvent initier leur différenciation en formes exo-
érythrocytaires. CD81 n’est pas nécessaire a cette transformation, puisque les formes
intranucléaires sont observées indépendamment de CDS81, ce qui est compatible avec
I’absence de role de CD81 au cours de I’activité de transcytose des sporozoites. Il est
important de noter que ces formes intranucléaires ne représentent pas le processus normal
d’infection. Elles ne sont observées que dans des cellules de lignées, qui proliférent en
culture. Cela suggere que les sporozoites pourraient avoir acceés au noyau des cellules en
division, a 1’occasion de la dissociation de I’enveloppe nucléaire pendant la mitose. In vitro,
les hépatocytes primaires ne proliferent pas (ou trés peu), ce qui expliquerait I’absence de
formes intranucléaires observées dans ces cellules (a I’exception d’un schizonte de P. yoelii

trouvé dans le noyau d’un hépatocyte de souris cd81-/-).

1.3. Mécanismes impliqués : hypothéses

1.3.1. CD81 est-il un récepteur pour les sporozoites ?

Les résultats obtenus avec des molécules chimériques CD9/CD81 démontrent que la
grande boucle extracellulaire de CD81 (domaine EC2), dans un contexte CD9, est nécessaire
et suffisante a la fonction de CD81 au cours de I’infection par les sporozoites de P. yoelii.
L’anticorps anti-CD81 humain 1D6, qui bloque I’interaction de CD81 avec la glycoprotéine
E2 du VHC (Higginbottom et al., 2000), inhibe également I’infection des hépatocytes
humains par les sporozoites de P. falciparum et des HepG2/CD81 par ceux de P. yoelii.
L’¢épitope de 1D6 est situ¢ au niveau de I’hélice D du domaine EC2 de CDS81, qui contient
également des résidus essentiels pour la fixation de E2 (Higginbottom et al., 2000). Des
résultats récents obtenus au laboratoire montrent que le site de fixation de E2 sur CD81 n’est
pas nécessaire pour I’infection par les sporozoites de P. yoelii. En effet, une construction
chimérique CD81/9 dans laquelle la grande boucle extracellulaire est formée des hélices A, B
et C de CD81 humain suivies des domaines D et E de CD9 (qui ne fixe pas E2), permet
I’infection des cellules Hepal-6 par P. yoelii aprés siRNA ciblant CD81 endogéne murin

(O. Silvie, données non publiées). Une analyse de type structure-fonction est actuellement en
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cours pour identifier précisément les régions du domaine EC2 de CD81 impliquées dans
I’infection par les sporozoites (S. Zougbédé, S. Yalaoui, P. Froissard, ef al., travaux en cours).

La démonstration que le domaine EC2 de CD81 porte la spécificité fonctionnelle de
CDS81 au cours de I’infection par les sporozoites justifie I'utilisation de formes recombinantes
solubles de ce domaine, fusionné avec la GST, pour tenter de mettre en évidence une
interaction avec le parasite. Des protéines recombinantes similaires ont déja été utilisées pour
bloquer I’infection par les VHCpp (Bartosch et al., 2003a; Hsu et al., 2003), la fusion des
gamétes (Higginbottom et al., 2003) ou encore la transmigration des lymphocytes (Barreiro et
al., 2004). En utilisant des protéines de fusion semblables a celles utilisées pour démontrer
I’interaction E2-CD81, nous n’avons pas pu mettre en évidence d’interaction directe entre les
sporozoites de Plasmodium et le domaine EC2 de CD81. Si ces résultats ne sont pas en faveur
d’un réle direct de CD81 comme récepteur des sporozoites, nous ne pouvons pas exclure cette
hypothése. En particulier, on peut imaginer que le domaine EC2 de CD81 sous forme
recombinante n’ait pas une affinité¢ suffisante pour les sporozoites, ce qui expliquerait
I’absence d’interaction détectable avec les protéines de fusion a la GST que nous avons
utilisées. L’analyse par SELDI-TOF a montré que ces protéines étaient présentes au moins en
partie sous forme de dimeres, mais on ne peut exclure que des molécules de plus grande
valence (tétraméres ou plus) soient nécessaires pour mettre en évidence une éventuelle
interaction avec le parasite.

Il est intéressant de noter que I’expression de CD81 murin ou humain obtenue par
transfection de plasmide augmente I’efficacité d’infection dans les cellules Hepal-6. Cela
suggere que dans ces cellules, le niveau d’expression de CD81 est un facteur limitant. Ces
cellules restent cependant beaucoup moins sensibles a 1’infection que les cellules
HepG2/CD81, méme dans des conditions de transfection transitoire permettant I’expression
de CD81 a un niveau comparable a celui des cellules HepG2/CD81 dans une large proportion
des cellules (>50%). Ces observations suggerent que CD81 n’est pas le seul facteur limitant
dans les cellules Hepal-6. Nos résultats démontrent aussi que 1’expression de CD81 n’est pas
suffisante pour permettre 1’invasion productive par les sporozoites de P. falciparum, ce qui

indique clairement que d’autres molécules sont impliquées dans le cas de P. falciparum.

85



tel-00011596, version 1 - 13 Feb 2006

Discussion

1.3.2. Hypothése d’une molécule associée a CD81

L’absence d’interaction directe détectable entre CDS81 et les sporozoites et la capacité
des tétraspanines a s’associer a de multiples protéines de surface au sein des microdomaines
enrichis en tétraspanines, nous aménent a proposer que CD81 est impliqué indirectement, via
I’association a une molécule partenaire qui jouerait un role essentiel au cours de I’infection
par les sporozoites de Plasmodium. De maniére similaire, les résultats d’expériences montrant
qu’une forme recombinante du domaine EC2 de CD9 est capable de bloquer la fusion quand
elle est incubée avec les ovocytes, mais pas avec les spermatozoides, suggerent que CD9
n’interagit pas en trans avec un ligand des spermatozoides, mais intervient au cours de la
fusion des gametes en modulant en cis ’activité d’une molécule partenaire sur I’ovocyte (Zhu
et al., 2002). D’autres études ont par ailleurs montré que le domaine EC2 participe non
seulement a la fonction des tétraspanines mais aussi aux interactions avec les molécules
partenaires (Matsumoto et al., 1993; Yauch et al., 2000; Berditchevski et al., 2001; Charrin et
al., 2001; Hasuwa et al., 2001; Kazarov et al., 2002; Charrin et al., 2003c). La démonstration
que le domaine EC2 de CD81 est nécessaire pour l’infection par les sporozoites est donc
parfaitement compatible avec le rdle d’une molécule associée a CD81. Nous avons vu dans
I’introduction comment 1’association aux tétraspanines peut moduler les fonctions de leurs
partenaires. De maniére similaire, I’association a CD81 pourrait étre nécessaire a I’expression
a la surface des cellules d’un partenaire essentiel pour I’infection par les sporozoites, ou
encore potentialiser sa capacité d’interagir avec un ligand parasitaire, dans I’hypothése ou ce
partenaire jouerait un role de récepteur pour les sporozoites.

Si un partenaire de CD81 est essentiel a I’infection par Plasmodium, sa nature reste a
déterminer. L analyse par immunoprécipitation des molécules associées a CD81 a confirmé
que les protéines majoritaires associées a CD81 dans les cellules hépatocytaires correspondent
a EWI-F (aussi appelée CDOP1, pour CD9-partner 1, ou FPRP, pour prostaglandin F2a
receptor-regulatory protein) et EWI-2 (aussi appelée PGRL, pour prostaglandin regulatory-
like protein), deux protéines dé¢ja identifiées comme partenaires de CD81 et de CD9 dans les
hépatocytes (Charrin et al., 2003c). Nos résultats indiquent que ces deux partenaires de CD81
ne jouent pas un role de récepteur pour Plasmodium, et ne sont pas directement impliqués au
cours de I’infection par les sporozoites. Par contre, EWI-F module négativement 1’infection

par les sporozoites. Ce rdle négatif ne semble pas 1i¢ a une interaction directe entre EWI-F et
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le parasite, car des anticorps anti-EWI-F et une forme recombinante soluble de EWI-F n’ont
aucune action sur I’infection par les sporozoites de P. yoelii. Des études sont en cours pour
déterminer les mécanismes impliqués. Il est possible que la surexpression de EWI-F entraine
une relocalisation de CD81 vers un site non permissif pour I’infection. A cet égard, il a été
montré que la surexpression de EWI-2 provoque une réorganisation des complexes a
tétraspanines a la surface des cellules, avec redistribution de CD81 dans des filopodes (Stipp
et al., 2003a) et modification de la reconnaissance de CD81 par certains anticorps
(Kolesnikova et al., 2004). Des résultats préliminaires indiquent que la surexpression de EWI-
F induit une diminution du ratio MT81w/MT81 dans les cellules Hepal-6, ce qui suggere une
désorganisation des microdomaines enrichis en tétraspanines. Une autre possibilité est que
EWI-F entre en compétition pour 1’association a CD81 avec un autre partenaire de CD81, qui
jouerait un role essentiel au cours de I’infection par les sporozoites.

Les expériences d’immunoprécipitation aprés marquage des cellules par la biotine ont
montré que EWI-F et EWI-2 sont les partenaires majeurs de CD81 dans les cellules
hépatocytaires, mais ne sont pas les seules molécules coprécipitées. En effet, aprés lyse en
digitonine, deux autres bandes sont clairement visibles aprés immunoprécipitation de CDS81
dans les hépatocytes humains, a ~50 kDa et ~35 kDa. Ces deux bandes pourraient
correspondre respectivement a un fragment de clivage de EWI-2 (Stipp et al., 2001b; Charrin
et al., 2003c¢) et a une forme dimérisée de CD81 (Kovalenko et al., 2004). D’autres molécules
sont vraisemblablement associées a CD81, et ne sont pas forcément détectables par des
approches biochimiques de type immunoprécipitation, notamment en raison d’une possible
dissociation des interactions par les détergents ou d’une possible compétition avec les
anticorps anti-CD81 utilisés. A cet égard, les anticorps anti-CD81 ne sont pas capables de co-
précipiter CD19 aprés lyse en digitonine, bien que CD19 soit un partenaire de CD8I
(Bradbury et al., 1992; Horvath et al., 1998).

La sensibilité différentielle des cellules Hepal-6 et HepG2/CDS81 a I’infection par
P. yoelii suggere que les molécules nécessaires a 1’infection sont plus abondantes a la surface
des cellules HepG2/CD81 qu’a la surface des Hepal-6. Par ailleurs, le fait que la
surexpression de CDS81 dans les cellules HeLa (lignée d’adénocarcinome du col de 1’utérus)
facilite I’infection par les sporozoites de P. yoelii (O. Silvie, données non publiées) suggere
que les molécules nécessaires a I’infection par les sporozoites de P. yoelii ne sont pas

spécifiquement hépatocytaires. Par contre, I’infection par P. falciparum n’est observée que

87



tel-00011596, version 1 - 13 Feb 2006

Discussion

dans les hépatocytes primaires humains, et pourrait donc nécessiter des facteurs
spécifiquement hépatocytaires. Nous avons observé que 1’anticorps anti-CD81 humain TS81
ne bloque que partiellement 1’infection des hépatocytes humains par P. falciparum (inhibition
maximale d’environ 50%), alors qu’un autre anti-CD81 humain, 1D6, est lui capable
d’inhiber trés efficacement I’infection par P. falciparum (>90% d’inhibition). De la méme
fagon, TS81 inhibe partiellement 1’infection des hépatocytes de souris transgéniques pour
CD81 humain par les sporozoites de P. yoelii (inhibition maximale d’environ 50%). Par
contre, TS81 est capable de bloquer complétement I’infection des HepG2/CDS81 par P. yoelii.
Ces observations suggerent que dans les hépatocytes primaires une fraction des molécules
CD81 compétentes pour I’infection par les sporozoites n’est pas reconnue par I’anticorps
TS81, peut-Etre du fait d’une compétition de I’anticorps avec une molécule associ¢e a CD8I.
Il est intéressant de noter que l’organisation des microdomaines enrichis en tétraspanines
semble particuliere au niveau du foie, comme le suggere le niveau de marquage par MT81w,
plus élevé dans les cellules d’origine hépatocytaire que dans d’autres types cellulaires.
Rappelons par ailleurs que la spécificité des interactions entre la CSP a la surface du
sporozoite et les HSPG hépatiques est sans doute en grande partie responsable de la

spécificité tissulaire de I’infection par les sporozoites in vivo.

1.3.3. Autres mécanismes possibles

Comme nous 1’avons détaillé dans I’introduction, les tétraspanines sont impliquées
dans divers processus de remaniement membranaire, notamment dans des phénomenes de
fusion membranaire. De maniere similaire, CD81 pourrait jouer un role dans la fusion
membranaire impliquée lors de la séparation de la vacuole parasitophore de la membrane
plasmique de la cellule. Cependant, il est important de noter que CD9 n’est pas nécessaire a
I’invasion par les sporozoites, puisque les souris cd9-/- sont infectées par les sporozoites de
P. yoelii, et ni les anticorps anti-CD9, ni les oligonucléotides siRNA ciblant CD9 n’inhibent
I’infection par les sporozoites de P. yoelii et P. falciparum in vitro. CD9 a pourtant été
impliqué dans les différents processus de remaniement membranaire mettant en jeu CD81, ou
CD9 joue d’ailleurs un role potentiellement majeur, comme dans la fusion des gameétes
(Rubinstein et al., In press). Par ailleurs, les sporozoites de P. berghei (Article 1)et les

tachyzoites de Toxoplasma gondii sont capables d’infecter les hépatocytes de souris cd81-/- in
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vitro en formant une vacuole parasitophore, ce qui montre que CD81 n’est pas impliqué dans
un mécanisme général de formation des vacuoles parasitaires des Apicomplexa (Silvie et al.,
2003a).

CDS81 pourrait aussi étre impliqué dans des signaux d’activation de la cellule hote
nécessaires pour I’infection par les sporozoites. Bien que CD81 comme d’autres tétraspanines
ne posséde pas de motifs caractéristiques de transduction de signal, certaines molécules
impliquées dans des voies de signalisation peuvent s’associer aux tétraspanines. A titre
d’exemple, une association de CD9 et CD81 avec un récepteur couplé a des protéines G a été
décrite (Little et al., 2004). Des composants de voies de signalisation intracellulaires peuvent
également s’associer aux tétraspanines, comme la phosphatidylinositol 4-kinase (PI4K)
(Berditchevski et al., 1997; Yauch et al., 1998) ou certaines isoenzymes de la protéine kinase
C (PKC) (Zhang et al., 2001). Certaines isoformes de la protéine 14-3-3 ont par ailleurs été
décrites comme pouvant s’associer a CD81 dans certaines conditions (Clark et al., 2004).
Comme nous ’avons mentionné dans I’introduction, les tétraspanines sont capables de
moduler des phénomenes de signalisation en aval de leurs partenaires. De maniére similaire,
CD81 pourrait participer a des événements de signalisation impliqués a des étapes tres
précoces de ’infection par les sporozoites, et nécessaires notamment pour la formation de la
jonction entre le parasite et la cellule, ou encore lors de la formation de la vacuole
parasitophore.

Carrolo et coll. ont montré que la migration des sporozoites a travers les cellules
entraine la sécrétion de I’hepatocyte growth factor (HGF), qui, en se fixant sur son récepteur
c-Met sur les hépatocytes avoisinants, favoriserait le développement ultérieur des schizontes
hépatiques (Carrolo et al., 2003). Une étude récente sur des cellules épithéliales de glandes
salivaires a mis en évidence que c-Met est présent dans des complexes incluant la tétraspanine
CDIS5I et les intégrines a3B1 et a6PB1. L’inhibition par siRNA de I’expression de CD151 ou
des intégrines a3 et a6 supprime la prolifération cellulaire et la migration induites par I’HGF,
alors qu’au contraire la surexpression de CD151 augmente les effets biologiques dépendant de
I’HGF (Klosek et al., 2005). Nous n’avons pas observé d’association de c-Met avec CD81
dans les cellules HepG2/CD81 lysées en digitonine, et I’inhibition d’expression par siRNA de
CDS81 ne modifie pas le niveau d’expression de c-Met a la surface des hépatocytes humains
(O. Silvie, données non publiées). Plusieurs ¢éléments suggerent que les roles de CDS81 et de c-

Met au cours de I’infection par Plasmodium ne sont pas liés. Tout d’abord, le réle de c-Met au

&9



tel-00011596, version 1 - 13 Feb 2006

Discussion

cours de I’infection par les sporozoites concerne le développement des schizontes hépatiques,
et ne semble pas impliquer 1’étape d’invasion par les sporozoites (Carrolo et al., 2003). La
plupart des résultats de Carrolo et coll. ont de plus été obtenus dans le modele d’infection des
cellules HepG2 par P. berghei, systeme dans lequel I’infection ne dépend pas de CD81. Enfin,
des travaux plus récents de 1’équipe de M. Mota ont en fait démontré que I’HGF entraine une
résistance des cellules HepG2 a I’apoptose, qui pourrait expliquer 1’effet bénéfique observé

sur le développement des schizontes in vitro (Leiriao et al., 2005).

ll. Microdomaines enrichis en tétraspanines

En s’associant entre elles, a différents partenaires et aux lipides de la membrane, les
tétraspanines organisent des microdomaines membranaires (Hemler, 2003). Comme nous
I’avons vu dans I’introduction, ces microdomaines enrichis en tétraspanines sont différents

des radeaux lipidiques classiques (Claas et al., 2001; Hemler, 2003).

I.1. Développement d’'un nouvel outil pour [I'étude des
microdomaines enrichis en tétraspanines

En vue de développer de nouveaux outils pour 1’é¢tude des tétraspanines et de leurs
partenaires, nous avons produit de nouveaux anticorps monoclonaux de rat contre des
complexes a tétraspanines de souris. Parmi les clones obtenus, nous avons pu sélectionner
deux nouveaux anticorps anti-CD81 de souris (MT81 et MT81w). MT81 (pour Mouse
Tetraspanin CD81) reconnait CD81 dans toutes les conditions testées (y compris en western
blot) alors que MT81w (pour Mouse Tetraspanin CD81 “Web”) ne reconnait qu’une fraction
des molécules CDS81. Plusieurs études récentes ont montré que des anticorps reconnaissant
des sous-populations particulieres d’une tétraspanine constituent des outils utiles pour I’étude
des interactions moléculaires des tétraspanines, notamment a la surface des cellules vivantes.
I1 existe ainsi deux exemples d’anticorps monoclonaux anti-tétraspanine dont la fixation est
modulée par I’expression des partenaires moléculaires de la tétraspanine reconnue.
L’anticorps anti-CD151 TS151r ne reconnait CD151 que lorsqu’il n’est pas associé¢ aux
intégrines a3B1 ou a6B1 (Serru ef al., 1999; Kazarov et al., 2002; Sterk et al., 2002), alors que
la fixation de I’anti-CD9 PAINS13 a CD9 dépend a la fois de I’expression de I’intégrine a6 et
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de ’activation de I’intégrine B1 (Gutierrez-Lopez et al., 2003). L’anticorps MT81w que nous
décrivons ici ne reconnait que CD81 associé aux autres tétraspanines. En effet, MT81w ne
reconnait pas CD81 apres lyse des cellules dans des détergents qui ne préservent pas les
interactions entre tétraspanines (Triton X-100, digitonine), et la déplétion des complexes a
tétraspanines par immunoprécipitation de CD9 entraine la déplétion concomitante de la
fraction de CD81 reconnue par MT81w. En attendant des études complémentaires nécessaires
pour déterminer les bases moléculaires de la spécificité restreinte de MT81w, nous ne
pouvons que proposer quelques hypothéses. MT81w pourrait étre un anticorps de faible
affinit¢é se fixant a CDS81 de maniére bivalente. Dans ce cas, MT8lw fixerait
préférentiellement les molécules de CD81 regroupées au sein des microdomaines a
tétraspanines. Une autre possibilit¢ est que MT81w reconnait un épitope sur CD81 dont
I’expression dépend de la localisation de CD81 dans les microdomaines. Un tel épitope
pourrait étre induit par I’association de CD81 aux autres tétraspanines ou aux lipides associés
aux tétraspanines dans les microdomaines. Quel que soit le mécanisme moléculaire
responsable de la spécificité restreinte de MT81w, nos résultats montrent que cet anticorps
constitue un marqueur de I’association de CD81 aux microdomaines enrichis en tétraspanines.

En comparant le niveau de fixation de MT81w sur différents types cellulaires murins,
et plus précisément en analysant le ratio MT81w/MT81, qui refléte le niveau d’engagement
de CD81 dans les microdomaines, nous avons découvert qu’une fraction majeure de CDS81 est
associée aux microdomaines a tétraspanines dans les cellules d’origine hépatocytaire, aussi
bien les Hepal-6 (ratio MT81w/MTS81 = 0,4-0,6) que les hépatocytes primaires de souris
(ratio MT81w/MT81 = 0,55-0,75). Au contraire, le ratio MT81w/MT81 est plus faible sur les
fibroblastes embryonnaires (ratio ~0,3) et trés faible sur les cellules fibroblastiques LM (ratio
~0,03). Ces résultats suggerent qu’un haut niveau d’engagement de CDS81 dans les
microdomaines enrichis en tétraspanines pourrait constituer une propriété particuliére des

cellules d’origine épithéliale et/ou hépatocytaire.

I.2. Rble du cholestérol dans I’organisation des microdomaines
enrichis en tétraspanines

Bien qu’il s’associe directement aux tétraspanines (Charrin et al., 2003b), le role du
cholestérol dans les interactions entre tétraspanines est controversé. Plusieurs études ont

montré que la déplétion en cholestérol par la méthyl beta cyclodextrine (MBCD), un
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oligosaccharide cyclique qui extrait sé¢lectivement le cholestérol des membranes, entraine une
réduction marquée de la fraction des tétraspanines récupérée dans les fractions légeres des
gradients de sucrose (Claas et al., 2001; Delaguillaumie et al., 2004; Schmidt et al., 2004).
Cependant, ce phénomene pourrait résulter d’un relargage (« shedding ») des complexes a
tétraspanines de la membrane plasmique, induit par la MBCD, plutdt que d’une dissociation
des interactions entre tétraspanines (Claas et al, 2001). En particulier, le traitement des
cellules intactes par la MBCD ne supprime pas les interactions entre tétraspanines, notamment
CD9/CDS8I1 (Claas et al., 2001; Charrin et al., 2003a; Charrin et al., 2003b). Il faut cependant
noter que les interactions entre tétraspanines peuvent étre dissociées lorsque les cellules sont
lysées en Brij 97 en présence de MBCD (Charrin et al., 2003b). Dans ce cas, la présence de
détergent pourrait faciliter I’accés de la MBCD au cholestérol associé aux tétraspanines. A cet
égard, il a été montré que les interactions CD81/CD9 sont facilement dissociées par le
traitement par la saponine, un autre agent capable de séquestrer le cholestérol (Charrin et al.,
2003b).

Charrin et coll. ont par ailleurs observé que la digitonine, un agent précipitant le
cholestérol, est capable de précipiter les tétraspanines, préférentiellement quand elles sont
associées entre elles (Charrin ef al., 2003b). Nos résultats montrent que la digitonine précipite
préférentiellement la fraction de CD81 reconnue par 1’anticorps MT81w, c’est-a-dire CD81
associ¢ aux autres tétraspanines. Cela suggére que le cholestérol est associé de facon plus
importante aux tétraspanines associées les unes aux autres, renfor¢ant 1’hypothése selon
laquelle I’association au cholestérol membranaire est concomitante a 1’association des
tétraspanines entre elles (Charrin et al., 2003b).

Ici, en utilisant D’anticorps MT81lw comme marqueur des interactions entre
tétraspanines, nous démontrons sans biais biochimique que le cholestérol membranaire
contribue a 1’organisation des microdomaines enrichis en tétraspanines a la surface des
cellules. En effet, la fixation de MT81w sur les cellules vivantes diminue de fagon réversible
aprés déplétion du cholestérol membranaire induite par MBCD, et au contraire augmente
apres ajout de cholestérol aux cellules.

L’observation que la MBCD désorganise les microdomaines enrichis en tétraspanines,
comme le montre la diminution du marquage par MT81w, sans induire de modification
majeure des interactions tétraspanine/tétraspanine détectables par des approches biochimiques

d’immunoprécipitation (Claas et al., 2001; Charrin et al., 2003b), suggére 1’existence de
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différents niveaux d’organisation des microdomaines a tétraspanines (Figure 20). A un
premier niveau, les tétraspanines interagiraient entre elles par un mécanisme qui n’est pas
affecté par le traitement des cellules intactes par la MBCD. Ce niveau d’interaction fait
cependant probablement intervenir le cholestérol membranaire, puisque les interactions
tétraspanine/tétraspanine peuvent étre dissociées par traitement des cellules par la saponine ou
lorsque les cellules sont lysées en Brij 97 en présence de MBCD (Charrin et al., 2003b). Le
cholestérol impliqué a ce premier niveau, inaccessible a la MBCD, pourrait correspondre au
cholestérol du feuillet interne de la membrane, peut-étre protégé de 1’action par la MBCD par
les domaines transmembranaires et les palmitates des tétraspanines, et rendu accessible
seulement en présence de détergent.

A un deuxieéme niveau, les complexes de niveau 1 pourraient se regrouper pour former
des structures plus complexes, selon un mécanisme directement affecté par le traitement par la
MBCD, et qui pourrait impliquer le cholestérol du feuillet externe de la membrane.
L’existence d’un niveau d’interaction résistant a la MBCD expliquerait pourquoi les effets de
la MBCD sur les cellules intactes ne sont pas détectables par les approches biochimiques,
mais deviennent visibles grace au marquage par 1’anticorps MT81w. Ce deuxiéme niveau
d’organisation des microdomaines enrichis en tétraspanines correspond probablement a un
niveau fonctionnel, comme I’indiquent les effets induits par le traitement des cellules par la
MBCD. 11 a notamment ét¢é montré que les phosphorylations de tyrosines induites par
stimulation par des anticorps anti-tétraspanines sont inhibées dans des cellules lymphoides B
par le traitement par la MBCD, alors qu’au contraire elles sont augmentées par ’ajout de
cholestérol aux cellules (Charrin et al., 2003b). Dans une autre étude, tous les effets
fonctionnels liés a I’engagement de CD82 étaient abolis ou tres fortement réduits dans les

cellules T Jurkat traitées par MBCD (Delaguillaumie et al., 2004).
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Figure 20. Différents niveaux possibles dans I’organisation des microdomaines enrichis en
tétraspanines. La MBCD dissocie les interactions du niveau 2 mais pas celles du niveau 1 (qui
pourtant implique probablement le cholestérol). La modulation du marquage MT81w par la
MBCD correspondrait a une diminution des interactions de niveau 2. TM4 = tétraspanine, P =
partenaire.

I.3. Role des microdomaines enrichis en tétraspanines au cours de
I'infection par les sporozoites de Plasmodium

Nous démontrons ici que le cholestérol membranaire est nécessaire pour 1’invasion par
les sporozoites de Plasmodium, comme en témoigne 1’inhibition réversible provoquée par la
déplétion en cholestérol induite par la MBCD. Le cholestérol membranaire des cellules hotes
est également nécessaire lors de I’infection par les stades érythrocytaires de Plasmodium
(Lauer et al., 2000; Samuel et al., 2001) et par les tachyzoites de Toxoplasma gondii
(Coppens and Joiner, 2003). Dans ces deux cas, la membrane de la vacuole parasitophore est
enrichie en composants des rafts (Mordue et al., 1999; Lauer ef al., 2000), ce qui suggére que
les tachyzoites de Toxoplasma et les mérozoites de Plasmodium pourraient utiliser les radeaux
lipidiques classiques pour infecter leurs cellules cibles.

Plusieurs éléments suggerent que 1’effet de la MPBCD sur I’infection par les sporozoites
de Plasmodium est une conséquence de la désorganisation des microdomaines a tétraspanines.

Premic¢rement, le degré d’inhibition de I’infection par P. yoelii dans les cellules Hepal-6
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traitées par la MBCD est du méme ordre que la baisse du marquage par MT81w, qui refléte
une désorganisation des microdomaines. De plus, I’ajout de cholestérol aux cellules augmente
non seulement le marquage par MT81w mais aussi le niveau d’infection par les sporozoites,
ce qui renforce la corrélation entre niveau d’infection et niveau d’engagement de CD81 dans
les microdomaines. Deuxiémement, nos résultats démontrent clairement que CD81 engagé
dans les microdomaines contribue a I’infection, puisque MT81w, qui ne reconnait que CD81
associé¢ aux autres tétraspanines, inhibe I’infection par les sporozoites de P. yoelii dans les
cellules Hepal-6. Troisiemement, il existe une trés nette corrélation entre 1’implication de
CDS8I et le role du cholestérol au cours de ’infection par les sporozoites de Plasmodium. En
effet, la déplétion en cholestérol n’inhibe I’infection par les sporozoites que lorsque CD81 est
nécessaire. La MBCD inhibe I’infection des hépatocytes de souris, des Hepal-6 et des
HepG2/CD81 par P. yoelii, I'infection des hépatocytes humains par P. falciparum, et
I’infection des Hepal-6 par P. berghei, toutes dépendantes de CD81. En revanche, le
traitement par la MBCD n’a pas d’effet sur I’infection des cellules HepG2 (et HepG2/CD81)
par les sporozoites de P. berghei, qui ne dépend pas de CD81.

Deux ¢éléments peuvent sembler contradictoires avec I’hypothése d’un role essentiel
des microdomaines enrichis en tétraspanines dans 1’infection par Plasmodium. Tout d’abord,
alors que I’anticorps MT81, qui reconnait toutes les molécules CD81, est capable d’inhiber
presque totalement 1’infection par les sporozoites, 1’inhibition obtenue avec MT81w n’est pas
totale, méme a des concentrations saturantes de MT81w. Cependant, il est important de noter
que MT8Iw ne reconnait pas toutes les molécules de CDS81 présentes dans les
microdomaines. En effet, alors que le marquage par MT81w ne représente que 40 a 60% du
niveau global d’expression de CD81 en surface (déterminé par le marquage par MTS81), le
degré d’association de CD81 aux microdomaines est supérieur, voisin de 85% dans les
cellules Hepal-6, comme le montre 1’expérience de déplétion des complexes a tétraspanines
par un anticorps anti-CD9. L’inhibition partielle de 1’infection par MT81w pourrait donc
n’étre que le reflet d’une reconnaissance partielle des molécules de CD81 présentes dans les
microdomaines, et ne permet donc pas d’exclure un réle majeur voire exclusif de CD8I
associé aux microdomaines enrichis en tétraspanines. A cet égard, on peut noter que 1’ajout de
cholestérol aux cellules Hepal-6 augmente non seulement le niveau de marquage par MT8 1w
mais aussi sa capacité a inhiber I’infection par P. yoelii. D’autre part, nos résultats démontrent

que la palmitoylation de CD81 n’est pas nécessaire au cours de l’infection par P. yoelii,
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puisque la suppression des sites de palmitoylation dans CD81 humain ne modifie pas sa
capacité a permettre I’infection par P. yoelii de cellules Hepal-6 dans lesquelles CDS81
endogene (murin) a été bloqué par anticorps ou réprimé par siRNA. Plusieurs études ont
pourtant montré que la palmitoylation contribue aux interactions entre tétraspanines
(Berditchevski et al., 2002; Charrin et al., 2002; Yang et al., 2002; Yang et al., 2004).
Cependant, la palmitoylation n’est pas le seul facteur permettant les interactions entre
tétraspanines. Le 2-bromopalmitate (2-BP), un analogue structural de 'acide palmitique ayant
un effet inhibiteur sur la palmitoylation des protéines, ne modifie pas les interactions entre les
tétraspanines CD9 et CD151 (Berditchevski et al., 2002). De plus, un mutant dépalmitoylé de
CD9 est toujours capable de s’associer aux autres tétraspanines dans certaines conditions de
lyse (Brij97 supplémenté en ions divalents) (Charrin ef al, 2002). Il existe donc un ou
plusieurs autres mécanismes d’interaction, indépendants de la palmitoylation. Rappelons par
ailleurs que la palmitoylation des tétraspanines ne joue pas un rdle prépondérant dans la
localisation des complexes a tétraspanines dans les fractions légeres des gradients de sucrose
(Berditchevski et al., 2002; Charrin et al., 2002; Yang et al., 2002), et qu’elle n’est pas non
plus nécessaire pour 1’association des tétraspanines a leurs partenaires, ni pour la formation de
dimeres de CD9 ou de CD81 (Berditchevski ef al., 2002; Yang et al., 2002; Kovalenko et al.,
2004).

Par quels mécanismes les microdomaines enrichis en tétraspanines facilitent-ils

Pinfection par les sporozoites ?

La localisation de CDS81 et de ses partenaires dans les microdomaines pourrait
permettre de concentrer a la surface des cellules une molécule essentielle pour I’infection par
Plasmodium. Nous avons vu dans I’introduction que 1’association a CD9 augmente de fagon
considérable la capacité d’interaction du proHB-EGF avec la toxine diphtérique (Iwamoto et
al., 1994), ou encore que CD81 et CD151 augmentent la force d’interaction des intégrines
avec leurs ligands (Feigelson ef al., 2003; Lammerding et al., 2003; Nishiuchi et al., 2005).
De maniére similaire, la concentration au sein des microdomaines d’un partenaire de CD81
pourrait permettre des interactions de forte avidité avec des ligands parasitaires, dans
I’hypothése ou ce partenaire joue un role de récepteur pour les sporozoites. Des différences

d’affinité pour leurs récepteurs entre les ligands de P. berghei et P. yoelii pourraient expliquer
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les différences observées entre les deux parasites dans les cas ou CDS81 est impliqué.
Notamment, dans le modele d’infection des cellules Hepal-6, une meilleure affinité des
sporozoites de P. berghei pour des récepteurs cellulaires est peut-étre a I’origine d’un seuil
plus faible d’expression de CD81 nécessaire pour I’infection.

Selon un autre mécanisme, les microdomaines enrichis en tétraspanines pourraient
permettre un couplage fonctionnel entre différentes molécules nécessaires lors de 1’infection
par les sporozoites, dont ’'une au moins serait liée a CD81. A cet égard, la surexpression de
EWI-2 inhibe la motilité liée a I’intégrine o331, partenaire de CD151 indirectement associée
a EWI-2 via I’interaction de CD151 avec les tétraspanines CD81 et CD9, dont EWI-2 est un
partenaire (Stipp et al., 2003a). A part CD81, les seules molécules de 1’hote potentiellement
impliquées lors de I’infection par les sporozoites de Plasmodium sont les héparanes sulfate
protéoglycanes hépatiques (HSPG) (Baldacci and Menard, 2004; Frevert, 2004). Deux études
ont rapporté une association entre les tétraspanines CD9 et CO-029 et certains protéoglycanes
(certaines isoformes de CD44 et syndecan), dans les kératinocytes humains et dans une lignée
d’adénocarcinome pancréatique de rat (Jones et al., 1996; Schmidt et al., 2004). Comme nous
I’avons vu dans I’introduction, le role des protéoglycanes du foie est probablement important
dans I’attachement des sporozoites aux cellules, notamment dans des conditions dynamiques
(Pinzon-Ortiz et al., 2001). Par contre, les HSPG semblent contribuer seulement de fagon
mineure a la pénétration des sporozoites dans les cellules hotes (Frevert er al., 1996;
Matuschewski et al., 2002a). On peut cependant imaginer un couplage des HSPG, impliqués
dans 1’attachement des sporozoites, avec les ¢léments impliqués dans la formation de la
jonction et dans la pénétration des sporozoites.

Enfin, les microdomaines enrichis en tétraspanines pourraient aussi jouer un role apres
la formation de la jonction entre le sporozoite et la cellule. En particulier, I’environnement
protéo-lipidique particulier des microdomaines pourrait faciliter les remaniements
membranaires qui accompagnent la formation de la vacuole parasitophore. Une étude vient
d’ailleurs de montrer que la fusion des pseudoparticules du VHC avec des liposomes, induite
a pH acide, ne nécessite pas la présence de protéines a la surface des liposomes, mais est par

contre facilitée en présence de cholestérol (Lavillette ef al., 2005a).
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lll. Conclusion et perspectives

Nous avons démontré que la tétraspanine CD81 joue un role essentiel et spécifique au
cours de I’infection par les sporozoites de Plasmodium. L’absence d’interaction directe entre
CD8I1 et les sporozoites, combinée a I’importance fonctionnelle de la localisation de CD81 au
sein des microdomaines enrichis en tétraspanines, nous amenent a proposer que CD81 est
impliqué indirectement, via I’association a une molécule partenaire qui jouerait un role crucial
au cours de I’infection par les sporozoites de Plasmodium, et qui est distincte des partenaires
déja connus de CD81 dans les hépatocytes, EWI-F et EWI-2.

CDS81 joue un rdle essentiel dans D’infection des hépatocytes par deux agents
pathogeénes majeurs, le parasite Plasmodium et le virus de I’hépatite C (VHC). Dans les deux
cas, il semble que I’expression de CD81 ne soit pas suffisante et que d’autres protéines soient
impliquées (Voisset and Dubuisson, 2004; Martin et al., 2005). Il sera intéressant de
déterminer si ces deux agents pathogenes partagent une dépendance vis-a-vis d’autres
molécules que CD81. D’autres molécules impliquées dans I’infection par le VHC ont déja été
identifiées, notamment SR-B1 (Scarselli et al., 2002; Bartosch et al., 2003b; Lavillette ef al.,
2005b), dont il sera pertinent d’analyser le réle au cours de I’infection par les sporozoites de
Plasmodium. L’expression de CD81 suffit a rendre les cellules HepG2 susceptibles a
I’infection par le VHC mais pas par P. falciparum, ce qui indique que des facteurs
additionnels sont spécifiquement requis pour I’infection par ce parasite.

L’identification des molécules associées a CDS81 dans les cellules hépatocytaires
présente donc un intérét non seulement pour I’étude de Plasmodium mais aussi pour celle du
VHC. Une approche par spectrométrie de masse visant a identifier de nouvelles molécules
associées a CDS81 dans les cellules d’origine hépatocytaire a été initiée au laboratoire
(collaboration F. Le Naour et M. André¢, Inserm U602, Villejuif, et J. Chamot-Rooke, Ecole
Polytechnique, Palaiseau).

Le cholestérol membranaire joue un role essentiel dans I’infection par de nombreux
agents pathogenes intracellulaires, incluant divers virus, bactéries et protozoaires, dont
certains utilisent les radeaux lipidiques pour infecter leurs cellules cibles (Simons and
Ehehalt, 2002; Manes et al., 2003). Nos résultats montrent que le cholestérol membranaire

contribue également a I’infection par les sporozoites de Plasmodium, et que ce role est li¢ a la
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localisation de CD81 dans les microdomaines enrichis en tétraspanines. En particulier,
I’extraction du cholestérol membranaire par la MBCD induit une désorganisation des
microdomaines enrichis en tétraspanines et inhibe I’invasion des cellules par les sporozoites.
La MBCD inhibe également I’infection par les VHCpp (Zhang et al., 2004), ce qui suggere
que la localisation de CD81 dans les microdomaines enrichis en tétraspanines pourrait
¢galement jouer un réle important au cours de I’infection par le VHC. De maniére plus
générale, la démonstration que la MBCD perturbe 1’organisation des microdomaines enrichis
en tétraspanines suggere que divers processus biologiques affectés par la MBCD pourraient
aussi impliquer les microdomaines enrichis en tétraspanines.

Le principal vaccin anti-paludique actuellement développé chez ’homme, RTS,S, qui
vise a induire des réponses contre la CSP, ne permet pas de protéger efficacement contre une
infection par les sporozoites de P. falciparum (Alonso et al., 2004; Alonso et al., 2005).
D’autres molécules parasitaires pourraient constituer de meilleurs candidats vaccinaux que la
CSP, notamment les protéines des sporozoites impliquées dans la formation de la jonction
avec I’hépatocyte. Les données du séquengage du génome de plusieurs espéces plasmodiales,
combinées aux techniques de manipulations génétiques des parasites, devraient faciliter
I’identification de nouvelles cibles parasitaires. A titre d’exemple, ce type d’approche a déja
permis de démontrer que les protéines P36 et P36p des sporozoites sont indispensables a
I’invasion des hépatocytes (Ishino et al., 2005b; van Dijk et al., 2005), et constituent donc des
cibles potentielles pour des approches anti-sporozoites, notamment vaccinales.

Selon une autre approche, la démonstration du role de CD81 dans ’infection par les
sporozoites de Plasmodium pourrait permettre 1’identification de récepteurs cellulaires, qui
pourront eux-mémes servir a identifier des ligands parasitaires jouant un role clef dans
I’infection. Ces ligands constitueraient des cibles potentielles pour des vaccins visant a
induire des réponses anticorps bloquant la pénétration des sporozoites, ou pour des molécules
thérapeutiques capables d’interférer avec leur fonction. Par ailleurs, la démonstration que
I’expression de CD81 dans les cellules HepG2 suffit a les rendre susceptibles a I’infection par
les sporozoites de P. yoelii suggére que le développement d’une lignée cellulaire également
susceptible a I’infection par les sporozoites de P. falciparum est possible. L’obtention d’une
telle lignée constituera un progrés majeur pour I’évaluation des vaccins ciblant les sporozoites
de P. falciparum, mais nécessitera 1’identification des autres molécules de 1’hote

spécifiquement impliquées dans 1’infection par ce parasite. Une approche de criblage par

99



tel-00011596, version 1 - 13 Feb 2006

Discussion

siRNA a haut débit est en cours de développement au laboratoire (Gego et al, soumis), et
pourrait permettre d’identifier non seulement des molécules de surface mais aussi d’autres
facteurs de I’hote essentiels pour I’invasion ou le développement des sporozoites.

L’étude de I’invasion par les mérozoites de Plasmodium et les tachyzoites de
Toxoplasma a permis de dévoiler la complexit¢ des mécanismes moléculaires mis en jeu
(Tomley and Soldati, 2001; Dowse and Soldati, 2004). En particulier, il semble clair que
I’invasion par ces parasites n’implique pas une mais plusieurs protéines parasitaires de
surface, potentiellement associées au sein de complexes multimoléculaires (Tomley and
Soldati, 2001; Dowse and Soldati, 2004). La redondance des voies utilisées pour 1’invasion
reflete d’ailleurs la diversité de ces molécules adhésives (Gaur et al., 2004). De maniére
similaire, il est probable que de multiples molécules exposées a la surface des sporozoites de
Plasmodium sont impliquées dans 1’invasion des hépatocytes, et sont susceptibles d’interagir
avec plusieurs récepteurs de la surface des hépatocytes, dont un au moins pourrait dépendre
de CD8I1. La complexité de ces interactions moléculaires ainsi qu’une possible redondance
des voies d’invasion risquent de représenter un obstacle majeur dans I’¢laboration d’un vaccin

destiné a bloquer efficacement 1’infection par Plasmodium chez ’homme.
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