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INTRODUCTION

I- Toxoplasma gondii : I’agent responsable de la toxoplasmose

Toxoplasma gondii est un parasite intracellulaire obligatoire qui a été identifié pour la
premicre fois en 1908 par Nicolle et Manceaux dans le Nord de I’ Afrique et par Splendore au
Brésil. Le genre Toxoplasma appartient au phylum des Apicomplexa, qui comprend plus de
4500 especes de parasites protozoaires différentes. Les pathogeénes du genre Plasmodium
(responsable de la malaria chez ’homme) ou Eimeria (responsable de coccidioses chez les

aviaires) appartiennent également a ce phylum.

I- 1- Cycle biologique

Cycle sexué
(intestin de falidé)

Schizogonie et Fusion des zygotes

gamétogénése
= | m
g Maturation des oocystes =,
© k | o
[ ]
= - >
Ingestion
2 ligestan e SPORGZOITES 2
é tissus infectés @
w =

/_ Immunosuppression

Infection chronigue Infection aigle
BRADYZOITES TACHYZOITES

Cycle asexué
(mammfi&res/oiseaus)

Fig.1 : Cycle biologique de Toxoplasma gondii (d’aprés Black and Boothroyd, 2000)

Toxoplasma est capable virtuellement d’infecter et de se multiplier dans toutes les cellules
nuclées mammifeéres ou aviaires. Son cycle biologique est divisé entre une phase de

reproduction sexuée, qui ne peut s’effectuer que chez les félidés, et une phase de reproduction
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asexuée qui peut s’opérer chez tous les homéothermes, dénommés hotes intermédiaires (Fig.
1). Pendant toute la phase de reproduction asexuée, le géndme de Toxoplasma est haploide. 11
contient 61.6 Mb répartis sur 14 chromosomes dont la taille varie entre 2 et 8 Mb. Parmi les
formes de différentiation parasitaire rencontrées au cours du cycle, trois sont

infectieuses (formes zoites):

- la forme tachyzoite, qui est la forme proliférative responsable de la
dissémination parasitaire au cours de la phase aigué de la Toxoplasmose. Les
tachyzoites mesurent environ 5 um de long sur 2 um de large. Ils se multiplient
a I’intérieur d’une vacuole parasitophore dans la cellule-hote, avec un temps de
génération de 6 a 8h. On peut trouver jusqu’a 128 parasites dans une méme
vacuole, qui s’élargit jusqu’a la lyse cellulaire. Les parasites libérés vont

ensuite infecter une cellule voisine.

- La forme bradyzoite, caractéristique de la toxoplasmose chronique, est
présente a I’intérieur de kystes qui apparaissent 7 a 10 jours apres I’infection.
Ces kystes mesurent environ 100 um de diamétre et contiennent plusieurs
milliers de parasites. On les trouve majoritairement dans le systéme nerveux
central et dans les muscles, ou ils peuvent perdurer pendant toute la vie de

I’hote.

- Le sporozoite est issu de la reproduction sexuée. Il est contenu dans 1’oocyste,

qui constitue une forme de résistance du parasite dans le milieu extérieur.

Le passage d’une forme a 1’autre s’opere en fonction de I’hdte et de son statut immunitaire.
Chez I’héte intermédiaire, I’ingestion de kystes ou d’oocystes provoque la libération de
parasites (bradyzoites ou sporozoites) dans le tractus digestif, qui se différencient en
tachyzoites (Dubey et al., 1998). Ces derniers envahissent les cellules adjacentes et s’y
multiplient activement. Ils infectent en particulier les cellules du systéme réticulo-
histiocytaire, ce qui permet une dissémination rapide de 1’infection par voie lymphatique et
sanguine vers les ganglions, la rate et le foie. C’est la phase aigu€ de I’infection. Le plus
souvent, la réponse immunitaire de 1’hote permet le controle de cette infection. Les
tachyzoites se différencient alors en bradyzoites, qui persistent a vie sous forme latente

enkystée. C’est la phase chronique de I’infection.
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I- 2- Pathogénicité

La toxoplasmose est une anthropozoonose qui constitue un probléme de santé humaine aussi
bien que vétérinaire. La prévalence de cette maladie dans la population humaine varie d’un
pays a I’autre, en fonction des groupes ethniques, des habitudes alimentaires et des conditions
d’hygieéne. En Amérique du Nord, la prévalence est inférieure a 30% alors qu’en France, 45%
environ de la population est séropositive. L’infection est habituellement asymptomatique chez
I’héte immunocompétent mais peut s’avérer gravissime dans les cas d’immunosuppression
(Luft and Remington, 1992) ou de primo-infection au cours de la grossesse (Swisher ef al.,

1994).

I- 2- 1- Chez les sujets immunocompétents

La phase aigiie de I’infection peut parfois se traduire par un syndrome pseudo-grippal
accompagné ou non d’adénopathies (Montoya and Liesenfeld, 2004). Lors de la phase
chronique, les kystes contenant les bradyzoites sont généralement bien tolérés par
I’organisme. Néammoins, des études récentes montrent que I’infection par 7. gondii
constituerait un facteur de vulnérabilité dans le déclenchement de troubles du comportement,

en particulier dans le développement de la schyzophrénie (Torrey and Yolken, 2007).

En Guinée francaise, 44 patients immunocompétents ont récemment développé une
toxoplasmose sévere allant jusqu’au décés de 1’'un d’eux. Les isolats parasitaires responsables
n’ont pu étre classés parmi les génotypes actuellement connus et ils sont donc considérés

comme « atypiques » (Ajzenberg et al., 2004).

I- 2- 2- Toxoplasmose de Pimmunodéprimé

Chez les individus immunocompétents, la réponse immunitaire de I’hote restreint la
dissémination des parasites qui s’enkystent dans le cerveau et dans les muscles. En cas de
déficit de ’immunité cellulaire (atteinte par le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH),
chimiothérapie ou traitements immuno-suppresseurs), il peut y avoir réactivation des parasites
qui se différencient en tachyzoites et se multiplient au niveau cérébral, ce qui peut provoquer
une encéphalite mortelle si elle n’est pas rapidement traitée. Ces cas de réactivation
représentent la deuxiéme infection opportuniste chez les malades du SIDA dont

I’immunodéficience est avancée, apres la pneumocystose pulmonaire (Jones ef al., 1996).
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I- 2- 3- Toxoplasmose congénitale

Si une femme enceinte non immunisée est confrontée au parasite, elle peut développer une
infection aigu€ qui sera contrélée par son systéme immunitaire. Par contre, le feetus peut étre
contaminé par voie trans-placentaire, or son systéme immunitaire est immature et I’empéche
de réagir contre le parasite. La transmission au feetus est d’autant plus fréquente que la
contamination de la mere est tardive par rapport a la fécondation (Vogel ef al., 1996). Mais,
inversement, 1’atteinte foetale est d’autant plus sévére que la contamination est précoce. En cas
d’infection précoce de la mere, la plus fréquente des complications est 1I’encéphalomyélite qui

peut provoquer la mort in utero et I’avortement spontané.
La forme congénitale de la toxoplasmose est également un probléme vétérinaire important
puisqu’elle est responsable de nombreux cas d’avortements spontanés dans les élevages ovins

et caprins (Buxton, 1998).

I- 3- Etat actuel de la recherche anti-toxoplasmique

I- 3-1- Traitements existants

Une molécule efficace dans le traitement de la toxoplasmose doit étre capable d’une part
d’atteindre les différents tissus ou proliféere le parasite, et d’autre part, de traverser la
membrane plasmique de la cellule-hdte, la membrane de la vacuole parasitophore ou la paroi
du kyste. Actuellement, c’est ’association de la pyriméthamine avec la sulfadiazine qui a
montré les résultats les plus encourageants (Katlama et al., 1996). Cette association bloque le
métabolisme de 1’acide folique et limite donc la production d’acides nucléiques nécessaires a
la multiplication du parasite. Cependant, 1’utilisation de ces drogues entraine des effets
secondaires importants, et doit donc étre limitée, notamment chez la femme enceinte. De plus,
ces traitements n’ont aucun effet sur les kystes, ce qui nécessite de ne pas interrompre le
traitement par crainte de réactivation des parasites. D’autres molécules comme les macrolides
ou I’atovaquone offrent des alternatives intéressantes dans le traitement de l’infection. De
plus, de nouvelles voies de traitements sont a 1’étude. Par exemple, la découverte chez T.
gondii d’un organite d’origine végétale spécifique des Apicomplexa, I’apicoplaste, a soulevé
la possibilité dutiliser des dérivés d’herbicides comme drogues anti-parasitaires (Maréchal

and Cesbron-Delauw, 2001).
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I- 3- 2 Vaccination

Actuellement, il n’existe pas de vaccins contre la toxoplasmose humaine. Un vaccin basé sur
I’infection par une forme atténuée de parasite (souche S48), incapable de se différencier en
bradyzoite, est employé avec succes pour lutter contre la toxoplasmose congénitale chez le
mouton (Buxton and Innes, 1995). Chez ’homme, la vaccination par des parasites vivants est
délicate a cause des risques de réactivation dont les conséquences sont encore mal évaluées.
La recherche se tourne donc vers I’identification de molécules induisant la réponse
immunitaire au cours de I’infection, afin de les utiliser comme candidats vaccinaux. Deux

grandes classes d’antigeénes sont principalement considérées :

- I’antigeéne de surface SAG1 est considéré comme 1’antigéne immunodominant de la forme
tachyzoite. Des expériences d’immunisation avec 1’antigéne SAG1 purifié ont donné des
résultats contradictoires, et retardent 1’utilisation de cette molécule comme vaccin (Kasper et

al., 1985 ; Khan et al., 1991).

- les antigeénes d’excrétion-sécrétion (AES) représentent 90% des antigénes circulants, et sont
fortement immunogenes. Ces molécules sont a la fois synthétisées au stade tachyzoite et
bradyzoite, ce qui en fait de bons candidats a I’établissement d’une immunité de prémunition
développée lors de la toxoplasmose. La production d’anticorps monoclonaux contre les
composants des AES a montré que les protéines de granules denses (protéines GRA) se
trouvent en majorité dans les AES. L’antigéne GRA2, notamment, est considéré comme un

bon candidat vaccinal (Prigione ef al., 2000 ; Zhou et al., 2007).
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II-Toxoplasma gondii : une cellule infectieuse trés compartimentalisée

En tant que parasite intracellulaire obligatoire, 7. gondii a développé des mécanismes lui
permettant d’envahir efficacement une cellule-héte et de survivre a I’intérieur de celle-ci. T.
gondii est capable d’envahir potentiellement tous les types cellulaires. L’invasion est un
phénomene actif, qui aboutit a la création d’une vacuole parasitophore (VP) isolée du trafic
cellulaire, dans laquelle le parasite va pouvoir se multiplier. Ces propriétés d’adaptation a
I’environnement intracellulaire reposent sur une structure particuliere qui présente une
polarisation marquée, avec une extrémité antérieure effilée et une extrémité postérieure
arrondie. Les événements moléculaires impliqués font intervenir la sécrétion coordonnée des
différents organites spécialisés de 7. gondii que sont les micronémes, les rhoptries et les
granules denses (GD) (Fig. 2). Dans un premier temps, les micronémes sont sécrétés et les
protéines de micronemes exposées a la surface se lient a des récepteurs de la cellule-hote.
L’exocytose des rhoptries coincide avec la formation de la jonction mobile, a travers laquelle
le parasite se propulse dans la VP naissante. Enfin, la libération du contenu des GD permet la

maturation de la VP.

Maturation de la
vacuole
3-Dense Granules

Formation de la vacuole
parasitophore a travers
la jonction mokile
2-Rhoptries

Reconnaissance et
adhésion & la cellule-hdte
1- Micronémes

Fig. 2 : Représentation schématique des différentes étapes de I’invasion (d’aprés Dubremetz

et al., 1998).
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II-1- Organisation subcellulaire du zoite

La description de la structure et des composants du zoite de 7. gondii est basée sur la revue de

Lebrun, Carruthers et Cesbron-Delauw (Lebrun ef al., 2007).

Le zoite est le stade infectieux de tous les Apicomplexa. A quelques exceptions pres, les
organites décrits dans le cas de 7. gondii sont donc communs a tous les membres du phylum.
Le zoite est une cellule hautement différenciée comprenant les organites classiques de toute
cellule eucaryote : un noyau dans sa moitié¢ supérieure, un réticulum endoplasmique (RE), un
appareil de Golgi et une mitochondrie unique (Fig. 3). Les substances de réserve sont
composées de globules lipidiques et de grains d’amylopectine, plus abondants chez les
bradyzoites. Le zoite est délimité par une membrane plasmique associée a un complexe
membranaire interne (IMC) constitué de deux membranes étroitement accolées. Il posséde des
organites particuliers, parmi lesquels on trouve un plaste non photosynthétique, I’apicoplaste,

ainsi que trois types organites de sécrétion : les micronémes, les rhoptries et les GD.
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Novau

Complexe
Membranaire
Interne
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Conoide

Rhoptries

Apicoplaste
Micropore

Golgi

Réticulum
Endoplasmique

Granules
Denses

Fig. 3 : Ultrastructure parasitaire. A- Tachyzoite intracellulaire en microscopie électronique,

d’apreés Dubremetz, 1998. A, apicoplaste ; C, conoide ; D, granules denses ; G, appareil de

Golgi ; Mi, micronémes ; M, mitochondrie ; N, noyau ; R, rhoptries. Barre 1um. B- Schéma

structural du parasite, d’aprés Black and Boothroyd, 2000.

II- 1- 1- La pellicule

Le parasite est entouré d’une pellicule de 60 nm d’épaisseur (Vivier and Petitprez, 1969)

composée d’une membrane externe, le plasmalemne, et de 'IMC bimembranaire.

La membrane plasmique est recouverte de glycoprotéines ancrées par des groupements

glycophosphatidylinositol (GPI) (de Macedo et al., 2003). Ces protéines de surface, dont

SAGI constitue 1’¢lément majeur, contribuent a I’adhésion du parasite a la cellule-hote lors

du processus d’invasion (Mineo and Kasper, 1994).
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L’IMC est constitué de vésicules aplaties juxtaposées, organisées en plaques longitudinales
qui convergent vers I’extrémité postérieure selon un tracé spiralé. Il est interrompu a plusieurs
niveaux : au niveau apical au dessous du conoide, au niveau de la partie postérieure arrondie
du parasite, et au niveau du micropore, invagination circulaire et latérale de la membrane
plasmique qui pourrait étre impliqué dans les processus d’endocytose (Nichols et al., 1994).
L’IMC est étroitement associé aux microtubules sous-pelliculaires et a un réseau de filaments
de 8 a 10 nm de diametre qui s’étend de la partie antérieure a la partie postérieure des
parasites. Le réseau sous-pelliculaire joue un rdle dans le maintien de la forme et de la polarité

parasitaire et contribue a la motilité du parasite ou « gliding » (Morissette and Sibley, 2002).

II- 1- 2- L.’apicoplaste

L’apicoplaste aurait été acquis par un ancétre du phylum des Apicomplexa par endosymbiose
secondaire d’une algue rouge. Ce mécanisme permettrait d’expliquer les 4 membranes
observées a la périphérie de I’apicoplaste, qui proviendraient d’une enveloppe plastidiale
ancestrale, de la membrane de I’algue rouge et du phagosome. Le génome plastidial est
circulaire, mesure 35 kb et contient environ 60 génes. Cependant, la majorité des protéines de
cet organite sont codées au niveau nucléaire et possédent un peptide de transit qui permet leur
translocation au travers des 4 membranes de I’apicoplaste (Joiner et Roos, 2002 ; Bisanz et

al., 2006).

Des parasites modifiés ne possédant plus d’apicoplaste ne sont pas viables (He et al., 2001).
L’inhibition de la réplication de 1’ADN plastidial par des quinolones ou des fluoroquinolones
empéche également la réplication parasitaire. L apicoplaste a donc un réle essentiel dans le
développement parasitaire. Il est vraisemblablement impliqué dans la synthése d’acides gras
(Waller and McFadden, 2005). Ces propriétés de I’apicoplaste en font une cible de choix pour
le développement de drogues anti-parasitaires potentielles de type « médicament herbicide »

(Maréchal and Cesbron-Delauw, 2001).

II- 1- 3- Le complexe apical

Le complexe apical, caractéristique des Apicomplexa, comprend le conoide, les anneaux

polaires et apicaux ainsi que les micronemes et les rhoptries.
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II- 1- 3- 1- Le conoide et les anneaux

Le conoide, en forme de cone tronqué, est constitué de filaments de tubuline polymérisée
enroulés en spirale (Fig. 4). Il est limité a I’avant par deux anneaux apicaux et a 1’arriére par
deux anneaux polaires, denses aux électrons. A sa base, I’anneau polaire le plus postérieur sert
d’ancrage a l’insertion de 22 microtubules longitudinaux, disposés a intervalles réguliers
contre la face interne de I’'IMC (microtubules sous-pelliculaires). L’extrusion du conoide peut
étre stimulée expérimentalement par un flux de calcium induit par un ionophore, alors qu’elle
est inhibée par le prétraitement a la cytochalasine D qui dépolymérise le cytosquelette

d’actine (Mondragon and Frixione, 1996).

Microtubules internes Anneau apical 1

. A cal 2
Microtubules du nneau apica

conoide

Anneau polaire 1

Anneau polaire 2

Complexe

membranaire interne

Microtubules sous pelliculaires
Plasmalemne

Fig. 4 : Le conoide de T. gondii d’aprés Dubey et al., 1998.

II- 1- 3- 2- Les micronémes

On trouve 50 a 100 micronémes dans la portion apicale des tachyzoites. Ce sont les organites
apicaux les plus petits, en forme de batonnets mesurant 0,4 x 0,1 pm. Ils apparaissent souvent

légérement arqués, probablement du fait d’une association avec la face cytoplasmique de
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I’IMC. On trouve dans les micronémes une famille de protéines appelées MIC (MIC1 a 12),

qui sont soir solubles soit transmembranaires (Fig. 5).

II- 1- 3- 2- 1- Caractérisation moléculaire des protéines de micronémes

A Dorigine, ces protéines ont été identifiées grace a 1’utilisation d’anticorps monoclonaux qui
ont permis le criblage de banques d’ADNc (Achbarou et al., 1991 ; Fourmaux et al., 1996 ;
Garcia-Reguet et al., 2000). Le séquengage du génome de 7. gondii est venu compléter ces
données par la découverte de nouvelles protéines de micronémes, qui présentaient des
homologies avec des protéines de micronémes présentes chez d’autres Apicomplexa (AMAL,
MIC2, SUB1) (Hehl et al., 2000, Wan et al., 1997, Miller et al., 2001) ou dont les domaines
transmembranaires ou C-terminaux étaient similaires a ceux de TRAP/MIC2 (MIC6, MIC7,

MICS, MIC9 et MIC12) (Meissner et al., 2002).

Pour certaines protéines de microneémes, on a pu identifier la présence de motifs d’adhésion
similaires a des motifs connus chez les eucaryotes supérieurs (Tomley and Soldati, 2001)
Parmi ces domaines, on trouve les domaines de type thrompospondine de MIC1 et MIC2, le 1-
domaine de MIC2, les domaines Apple de MIC4 et les domaines de type lectine de MIC3 et
MICS (Fig. 5). Le role fonctionnel de ces adhésines a pu étre démontré dans les processus
d’attachement a la cellule-hote, de motilit¢ et d’invasion. Les protéines de micronémes
semblent agir en synergie dans le phénoméne d’invasion, avec un rdle prédominant des
protéines de micronémes transmembranaires qui établissent un lien entre la cellule-hdte et le
moteur acto-myosine situé sous la membrane parasitaire (Kappe et al., 1999 ; Jewett and

Sibley, 2003).
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Fig. 5: Représentation schématique des protéines de micronémes solubles et

transmembranaires les mieux caractérisées (d’apres la thése de Odile Cérede, 2003).
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D’autres motifs sont impliqués dans des interactions protéines-protéines entre différentes
protéines de micronémes, conduisant a la formation de complexes de haut poids moléculaire.
Par exemple, le motif Galectin-like présent dans la partie C-terminale de MIC1 permet le
repliement correct de MIC6 et stabilise sa portion C-terminale (Saouros et al., 2005), ce qui
conduit a la formation du complexe MIC1/4/6 (Reiss et al., 2001). Le domaine C-terminal des
protéines de micronémes transmembranaires possede également une importance fonctionnelle
majeure puisqu’il permet I’interaction de ces protéines avec le complexe actine-myosine sous-
membranaire, impliqué dans la motilité parasitaire et I’invasion. Ces interactions reposent sur
la présence d’un résidu tryptophane dans I’extrémité C-terminale de la queue cytoplasmique

(Kappe et al., 1999).
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On trouve également des protéases parmi les protéines de micronemes. SUB1 et ROM1 sont
des sérine-protéases, vraisemblablement impliquées dans la maturation enzymatique des
MICs au cours de leur trafic cellulaire. Ces éveénements de clivage protéolytique sont
d’importance majeure puisqu’ils sont probablement impliqués dans la régulation de
I’adhésion par la dissociation des complexes de protéines de micronémes a la fin du processus

d’invasion.

II- 1- 3- 2- 2- Importance fonctionnelle des protéines de micronémes

T. gondii posséde un vaste répertoire de protéines de micronémes, ce qui peut étre mis en
relation avec la possibilité qu’a le parasite d’infecter un grand nombre de cellules-hotes dans
des tissus tres variés. La délétion des genes MIC dans le parasite a permis de montrer que
certaines protéines MIC ne sont pas essentielles pour 1’invasion in vitro (Reiss et al., 2001 ;
Huynh et al., 2003 ; Cérede et al., 2005). Par exemple, la souche délétée pour le géne MIC3
est capable d’envahir des fibroblastes in vitro, mais les souris infectées par cette souche
meurent plus tardivement que celles infectées par la souche sauvage (Cérede et al., 2005).
Cette observation laisse supposer que MIC3 serait essentielle pour l’invasion de types
cellulaires spécifiques, différents de ceux que I’on utilise classiquement in vitro. La délétion
du géne MICI empéche 1’adressage correct de MIC4 et MIC6 aux micronemes (Reiss et al.,
2001), et les parasites qui n’expriment pas MIC1 ont un taux d’invasion de 50% par rapport
au sauvage (Cérede et al., 2005). Bien que non essentielle in vitro, la protéine MICI serait
donc impliquée dans I’efficacité de 1’invasion de part son rdle dans la formation du complexe

MIC1/MIC4/MICé.

A T’opposé, on n’a jamais pu obtenir de mutants de délétion pour les protéines MIC2 et
AMATI (Huynh et al., 2004 ; Mital et al., 2005). L’inhibition conditionnelle de 1’expression de
ces deux protéines a pu étre obtenue récemment, ce qui a permis de montrer que ces protéines
ont un rble essentiel dans des étapes différentes de 1’adhésion a la cellule-hote. La protéine
MIC?2 serait impliquée dans 1’attachement initial, tandis que la protéine AMAI interviendrait
ultérieurement dans 1’association intime a la cellule-hote par la formation de la « jonction

mobile » (cf chapitre 11-2).
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II- 1- 3- 3- Les rhoptries

On trouve 6 a 12 rhoptries au pole apical de chaque parasite. Il s’agit de longs organites en
forme de massue, mesurant 2 x 0,2 um. Leur cou effilé, dense aux électrons, peut fusionner
avec la membrane apicale. Les rhoptries sont des vésicules acides, qui dérivent probablement
a la fois des voies de sécrétion et d’endocytose. On y trouve notamment des hydrolases
spécialisées, caractéristiques des lysosomes (Que et al., 2002). Les rhoptries contiennent de

nombreuses protéines (dont les protéines ROP) ainsi que des lipides.

II- 1- 3- 3- 1- Les protéines de rhoptries

Les techniques de fractionnement subcellulaire et de production d’anticorps monoclonaux ont
permis ’identification des premieres protéines de rhoptries (Leriche and Dubremetz, 1991).
Par la suite, I’analyse protéomique d’une fraction purifiée de rhoptries a permis de découvrir
38 nouvelles protéines de rhoptries putatives, dont certaines sont bien localisées dans les

rhoptries (Bradley ef al., 2005).

Toutes les protéines de roptries possédent un peptide signal, et beaucoup présentent au moins
un domaine transmembranaire potentiel ou une ancre GPI, ce qui suggére une association
avec les membranes. Parmi les protéines identifiées récemment, certaines sont spécifiquement
localisées au niveau du cou des rhoptries : ce sont les protéines RON pour RhOptries Neck
proteins. Beaucoup de ROPs et de RONs présentent des domaines répétés, susceptibles d’étre

impliqués dans des interactions protéines-protéines.

Parmi les protéines de rhoptries, il existe un certain nombre de protéines qui n’ont pas
d’homologues connus chez les autres Apicomplexa. Les protéines de la famille ROP2, les
protéines ROP1, ROP10, ROP12, ROP13, ROP15, ROP17 et la toxofiline font partie de cette
catégorie. On peut supposer que ces protéines sont le fruit d’une évolution permettant
I’accomplissement du cycle de vie particulier de Toxoplasma, lui permettant notamment

d’envahir un large spectre de cellules-hotes.
On trouve cependant dans la séquence des protéines de rhoptries des domaines homologues a

des domaines de fonctions connues. Ainsi, les 12 membres de la famille de ROP2 présentent

des domaines kinases au niveau de leur région C-terminale, mais seules ROP16, ROP17, ROP
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18 et ROP2L4 ont conservé la boucle glycine et le résidu acide aspartique, qui sont critiques
pour I’activité phosphotransférase. ROP17 et ROP18 possédent une activité kinase in vitro (El
Hajj et al., 2006; 2007b, Lebrun et al., 2007). Ces protéines pourraient intervenir dans les

voies de signalisation de la cellule-hote (voir paragraphe III- 4- 2- 2-).

On trouve également dans les rhoptries différents types de protéases. Par exemple, SUB2 est
une sérine-protéase de type subtilisine qui a été identifiée par homologie avec la protéine
SUB2 du parasite P. falciparum (Miller et al., 2003). TgSUB2 pourrait étre impliquée dans la
maturation protéolytique de ROP1 et des protéines de la famille ROP2 lors de leur adressage
aux rhoptries (Bradley and Boothroyd, 1999). La délétion du géne codant pour SUB2 n’a pas
pu étre obtenue, mais le traitement de parasites avec des ARN antisens spécifiques de ce géne
empéche la formation correcte des rhoptries (Binder et Kim, 2004), ce qui laisse supposer que

SUB?2 serait impliquée dans la biogénése des rhoptries.

II- 1- 3- 3- 2- Lipides contenus dans les rhoptries

Les rhoptries de 7. gondii contiennent aussi une fraction lipidique, composée majoritairement
de cholestérol et de phospholipides (Foussard et al, 1991). Parmi les phospholipides, la
phosphatidylcholine est I’espeéce la plus représentée, méme si 1’on trouve également de
grandes quantités d’acide phosphatidique et de lysophospholipides. Il y a 4 fois plus de
protéines que de lipides dans les rhopties, et on estime a 1,5 le rapport nombre de moles de
cholestérol/nombre de moles de lipides, ce qui indique que les lipides stockés dans les
rhoptries présentent un état non-lamellaire. Il a été proposé que la sécrétion des lipides
contenus dans les rhoptries pourrait faciliter la formation de la membrane de la vacuole
naissante au moment de I’invasion. En faveur de cette hypothése, on observe que 1I’exocytose
des rhoptries est corrélée a la variation de conductivité de la membrane de la cellule-hote que
I’on détecte lors de I’attachement du parasite (Suss-Toby et al., 1996). Cependant, des
analyses récentes ont montré qu’il y a déja du cholestérol dans la membrane de la vacuole
parasitophore au tout début de 1’invasion. De plus, on a pu obtenir des parasites qui stockent
moins de cholestérol dans les rhoptries (16- 23 % de cholestérol en moins), or ceux-ci sont
toujours capables d’envahir la cellule-héte (Coppens and Joiner, 2003). Ces études suggerent
que le cholestérol contenu dans la membrane de la vacuole parasitophore provient
majoritairement de la cellule-hote et que la contribution parasitaire est mineure, méme si elle

peut étre essentielle pour la formation de la vacuole parasitophore.
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1I- 1- 4- Les granules denses, un organite caractéristique de 7. gondii

Les GD sont des structures sphériques de 200 nm de diamétre, qui apparaissent denses aux
¢lectrons en microscopie électronique. Ils sont délimités par une membrane unique. On en
compte environ 15 par tachyzoite, dispersés dans 1’ensemble du cytoplasme. Contrairement
aux micronémes et aux rhoptries, ces organites ne sont pas conservés chez tous les
Apicomplexa, mais seulement chez ceux qui sont capables de former des kystes (Toxoplasma,
Neospora, Sarcocystis). Ces organites pourraient résulter de contraintes évolutives permettant
une forme de développement intracellulaire spécialisée, en particulier par la formation d’une
vacuole parasitophore qui se différencie en paroi kystique lors de la conversion du tachyzoite

en bradyzoite.

Bien que des organelles denses aux électrons Chez Plasmodium aient été décrits (Blackman
and Bannister, 2001), il est probable que ces structures soient fonctionnellement distinctes des
GD du toxoplasme. En particulier, il n’existe pas d’homologues des protéines GRAs parmi les
protéines de Plasmodium identifiées jusqu’a présent. Toxoplasma et Plasmodium présentent
deux types de vacuoles parasitophores différents, ce qui refléte deux modes de parasitisme
intracellulaire distincts. Si le processus d’invasion active est similaire pour la formation
initiale des deux types de vacuoles, leur devenir est différent a la fois en termes d’architecture
et de métabolisme, ce qui conduit a deux types de réplication distincts - endodyogénie versus
schizogonie. Il est donc vraisemblable que 1’existence chez 7. gondii d’un set d’organites de

type GD soit impliquée dans cette spécialisation de la vacuole parasitophore.

II- 1- 4- 1- Les protéines de granules denses

La caractérisation des protéines de GD a commencé grace a la production d’anticorps
monoclonaux dirigés contre les constituants des antigénes d’excrétion-sécrétion (ESA) et aux
premicres expériences de fractionnement de tachyzoites (Cesbron-Delauw et al., 1989 ; Charif
et al., 1990 ; Leriche and Dubremetz, 1991). Le protéome des GD n’est pas completement

décrit a ce jour, car la purification de ces organites s’est avérée infructueuse jusqu’a présent.

A part quelques exceptions, les protéines de GD ne présentent pas d’homologie de séquences
avec d’autres protéines de fonction connue, ni les unes avec les autres. Au jour d’aujourd’hui,

on a pu ainsi identifier 9 protéines GRA dans les GD (Lebrun ef al., 2007), en plus de deux
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nucléotides-hydrolases (Bermudes et al., 1994b ; Sibley et al., 1994 ; Asai et al., 1995), de
deux inhibiteurs de protéases (Pszenny et al., 2000 ; 2002 ; Morris et al., 2002 ; Morris and
Carruthers, 2003) et d’une peptidyl-prolyl isomérase (High ef al., 1994 ; Carey et al., 2000).
Une dixiéme protéine GRA a été décrite (potGRA10), mais sa localisation dans les GD n’est

pas convaincante (Ahn et al., 2005).

Les protéines GRA représentent un groupe de petites protéines (21 a 41 k Da), qui présentent
toutes un peptide signal N-terminal. GRA1 est la protéine la plus abondante puisque 2% de
tous les EST dérivés d’une banque d’ADNc produite a partir de la souche RH correspondent a
I’expression de cette protéine. Elle est prédite comme soluble et est caractérisée par la
présence de deux domaines EF-Hand capables de lier le calcium (Cesbron-Delauw et al.,
1989). A I’exception de GRALI, toutes les protéines GRAs connues actuellement présentent
des domaines putatifs d’association membranaire. Il s’agit soit de domaines
transmembranaires classiques (GRA3, GRA4, GRAS, GRA6, GRA7 et GRAS) soit
d’hélices-a de type amphiphile (GRA2 et GRA9) (Fig.6).

Un autre point commun des GRAs est la différence que 1‘on observe entre leur poids
moléculaire théorique et la taille apparente obtenue par SDS-PAGE. Des modifications co- ou
post-traductionnelles pourraient expliquer ces observations. La O-glycosylation de GRA2,
GRA4 et GRAG6 a été démontrée (Zinecker et al., 1998; Achbarou et al., 1991 ; Travier et al.,
non publié¢). De plus, GRA2 et GRA6 sont phosphorylées aprés sécrétion dans la vacuole
(Mercier and Sibley, non publié¢ ; Labruyére et al., 1999). En outre, la proportion importante
d’acides aminés chargés et de résidus proline dans la séquence des GRAs pourrait également

expliquer le profil de migration aberrant obtenu pour ces protéines.
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Fig.6 : Représentation schématique des GRAs d’aprés Mercier et al., 2005. Les auteurs qui

ont identifié les génes sont indiqués a droite. RE, réticulum endoplasmique.

- Protéines GRAs : Si la recherche d’homologie de séquence sur les protéines entiéres n’a
pas fourni de résultats satisfaisants, des motifs fonctionnels ont cependant pu étre identifiés
dans certaines GRAs. Les deux motifs EF-Hands de GRA1 ont été identifiés par cette
méthode, ainsi qu’un site de liaison ATP/GTP dans I’ORF de GRA4, un domaine d’adhésion
RGD dans la séquence de GRA7 (Mercier et al., 2005), ou encore un motif d’adressage au RE
a I’extrémité C-terminale de GRA3 (Henriquez et al., 2005) (Fig.5). Dans les trois derniers



La fonction de plusieurs GRAs a pu étre étudiée par la délétion des génes correspondants dans
des souches de parasites dérivées de la souche sauvage RH (souches KO pour KnockOut).
Ces études ont révélé que GRA2, GRAS, GRA6 et GRA7 ne sont pas nécessaires a la
prolifération du parasite in vitro (Mercier et al., 1998a ; 2001 ;2002 ; Coppens et al., 2006).
L’analyse des mutants GRA2 KO, GRA6 KO et du double mutant GRA2-GRA6 KO a
montré que ces protéines seraient impliquées dans la formation du réseau de nanotubules
membranaires qui occupe 1’espace intra-vacuolaire (Mercier et al., 2002) (voir paragraphe II-
2- 2- 3). De plus, la protéine GRA2 semble essentielle a la formation du corps résiduel, qui
attache tous les parasites d’'une méme vacuole par leur extrémité postérieure, ce qui confirme
le role structural de cette protéine au sein de la vacuole (Muniz-Hernandez et al., en
préparation). Malgré leur prolifération in vitro, les parasites GRA2 et GRA6 KO sont moins
virulents in vivo que la souche parentale RH, puisque les souris infectées survivent a
I’infection aigué et développent des kystes intra-cérébraux (Mercier et al., 1998a ; Mercier et
al., non publié). La relation entre la déstructuration de la vacuole provoquée par I’absence de
GRAZ2 et GRAG6 in vitro et la baisse de virulence observée chez la souris reste inexpliquée.

La délétion des protéines GRAI, GRA4 ou GRA9 n’a pu étre obtenue (Braun, Travier,
Mercier and Cesbron-Delauw, non publié¢ ; Adjogble, non publié). Ceci suggére qu’au moins
certaines GRAs sont essentielles pour la réplication intracellulaire du tachyzoite. GRAI, de
part son abondance et ses propriétés de liaison au calcium, pourrait jouer un réle important
dans le maintien du taux de calcium de la vacuole a un niveau constant, ou dans 1’assemblage

des autres protéines GRAs (voir ci-dessous).

- Autres protéines de GD : Malgré leur homologie avec d’autres protéines bien caractérisées,
la fonction des enzymes présentes dans les GD n’est pas clairement établie. Leur activité in
vitro a été établie. Les nucléotides hydrolases sont trés abondantes et sont essentielles, mais
leur role dans le métabolisme des purines prélévées dans la cellule-hote est remis en question
par plusieurs ¢tudes (Bermudes et al., 1994b ; Silverman et al., 1998 ; Ngé et al., 2000a). Le
role des inhibiteurs de protéases TgPI-1 et TgPI-2 est également obscur. Les cyclophilines
présentes dans les GD possédent une activité peptidyl-prolyl isomérase in vitro et pourraient
étre impliquées dans 1’établissement de complexes protéiques de haut poids moléculaire a
I’intérieur des GD et/ou de la vacuole. GRA4 et GRAS, qui sont riches en proline, sont des

substrats potentiels de ces enzymes (Carey et al., 2000).
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II- 2- L’invasion et la formation de la vacuole parasitophore

L’invasion d’une cellule-hdte par 7. gondii est un processus qui différe fondamentalement de
la phagocytose ou de I’endocytose induite par des pathogenes intracellulaires comme les
virus, certaines bactéries, ou le parasite Trypanosoma cruzi (Finlay and Cossart, 1997 ;
Antoine et al., 1998 ; Sibley and Andrews, 2000). L’invasion s’accomplit en moins de 30
secondes et ne déclenche de mécanismes particuliers chez la cellule-hdte. On parle donc
d’invasion « active », par opposé aux mécanismes d’ « invasion induites » par différentes

bactéries.

II- 2- 1- Description morphologique de ’invasion

Comme la plupart des zoites des Apicomplexa, les formes invasives de 7. gondii sont motiles.
Des parasites dont la motilité est inhibée sont incapables de pénétrer dans une cellule
(Dobrowolski and Sibley, 1996). La cellule du toxoplasme ne posséde ni cils ni flagelles, mais
elle est capable de se déplacer sur un substrat solide selon une polarité antéro-postérieure, par
un mouvement de glissement appelé « gliding ». Ce mode de déplacement, trés conservé chez
les Apicomplexa, est exceptionnellement rapide, atteignant des vitesses de 20 um/s in vitro

(Black and Boothroyd, 2000).

In vivo, le Toxoplasme se déplace par gliding au niveau de 1’organe cible, ce qui lui permet de
rentrer en contact avec la cellule-hote par son extrémité apicale. A cela s’ajoutent les
mouvements du conoide qui peuvent contribuer a I’apposition de 1’apex du parasite sur la
surface cellulaire (Morisaki ef al., 1995 ; Schwartzman and Saffer, 1992). Au point de contact
avec le conoide étendu, la membrane plasmique de la cellule-hdte s’invagine 1égérement pour
former la « jonction mobile » (JM), a travers laquelle le parasite se propulse a I’intérieur de la
VP naissante (Aikawa et al., 1978). La JM est une zone de contact étroit entre les membranes
du parasite et de la cellule-hote, et elle est visualisée par une constriction du toxoplasme qui
apparait au pole apical et progresse le long du parasite en cours d’invasion. Cette constriction
pourrait résulter des contraintes physiques imposées par la rigidit¢ du cytosquelette de la
cellule-hote. La JM se referme sur le parasite une fois que celui-ci est entré, par fusion de la
membrane de 1’hote (Aikawa et al., 1978 ; Lebrun et al., 2005). La membrane entourant le

zoite se pince et se détache du plasmalemne. Le parasite se trouve alors isolé du cytoplasme
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de la cellule-héte a I’intérieur de la VP, dont la membrane est principalement issue de la

cellule-hote.

II- 2- 2- Mécanismes moléculaires de I’invasion

Si les étapes de I’invasion sont bien caractérisées sur le plan morphologique, les mécanismes
moléculaires qui sous-tendent ces phénomenes sont moins bien compris, surtout en ce qui
concerne 1’établissement de la JM. L’intervention des organites de sécrétion apicaux a été
clairement démontrée (Fig. 6): le contenu des micronémes est libéré, suivi par I’exocytose des
rhoptries, et les protéines contenues dans ces organites sont impliquées dans des fonctions
distinctes coordonnées dans le temps et dans 1’espace (Carruthers and Sibley, 1997). La
sécrétion des GD intervient a la fin du processus d’invasion (Fig. 6), apres la formation de la
VP, ce qui suggere I’implication des protéines contenues dans ces organites dans la
modification de la VP (Leriche and Dubremetz, 1990 ; Dubremetz et al., 1993 ; Carruthers
and Sibley, 1997).

II- 2- 2- 1- Reconnaissance de la cellule-hote

Dans un premier temps, le contact entre le parasite et la cellule-hote est établi de manicre
transitoire par des antigénes de surface du parasite (He et al., 2002) (Fig. 7 [1]). Ces protéines
reconnaissent les glycosaminoglycanes (GAG) présents a la surface de la cellule-hote. Les
différentes protéines SAG impliquées sont capables de reconnaitre différents types de GAG,
ce qui pourrait expliquer en partie la spécificité d’invasion stade-dépendante qui est observée
(Naguleswaran et al., 2003 ; Vonlaufen et al., 2004). Ce contact initial déclenche la sécrétion
des micronémes a la surface du parasite, par fusion avec le cou des rhoptries (Carruthers et
al., 1999 ; Alexander et al., 2005).

Les protéines de micronemes, associé¢es en complexe a la surface parasitaire apres sécrétion,
sont capables de se lier a des récepteurs cellulaires spécifiques. Par exemple, MIC2 lie le
récepteur cellulaire ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule 1) et I’héparine (Brossier and
Sibley, 2005). La diversité des liaisons engagées entre les différents complexes de protéines
de micronemes et les différents récepteurs cellulaires permet au parasite d’interagir avec un
grand nombre de types cellulaires différents (Céreéde et al., 2005). Ces liaisons induisent une
réorientation du parasite qui résulte en la juxtaposition du conoide avec la membrane de la

cellule-héte (Dubremetz et al ., 1993 ; Carruthers and Sibley, 1997) (Fig. 7 [2]).
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II- 2- 2- 2- Formation de la VP

Immédiatement aprés 1’attachement apical, le contenu des rhoptries est exocyté (Fig. 7 [3]).
Méme s’il n’existe pas de preuve de I’implication des protéines et lipides ainsi libérés dans la
formation de la VP, on observe une corrélation entre cette libération et I’invagination de la
membrane plasmique de la cellule-hote (Hakansson et al., 2001), et les protéines de rhoptries
sont trouvées en association avec la membrane de la VP (MVP) dés les premiers stades du
développement parasitaire intracellulaire, ce qui suggere fortement que ces organites sont
importants pour la formation de la VP. Une partie du contenu des rhoptries est retrouvée dans

le cytoplasme de la cellule-hdte (Hakansson ef al., 2001).

Le parasite entre dans la cellule-hdte au travers de la JM (Fig. 7 [4]). Les protéines RON du
pédoncule des rhoptries ainsi que la protéine de micronémes AMA1 ont ét¢ identifiées comme
étant associées a la JM (Alexander et al., 2005). Au niveau de cette jonction a lieu un
mécanisme de tri moléculaire qui permet I’exclusion de la plupart des protéines de la cellule-
héte. Ainsi, la VP ne posséde plus les molécules régulatrices qui gouvernent la fusion
endocytaire, ce qui explique 1’absence de fusion de la VP avec les lysosomes. Par contre, les
protéines ancrées dans la membrane par un GPI et la plupart des lipides de la cellule-hote
peuvent passer la JM. La MVP ainsi formée posseéde donc une origine mixte, a la fois

parasitaire et cellulaire.
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Fig. 7 : Reconnaissance de la cellule-hote et invasion. (1) L’attachement initial a la cellule-
hote déclenche I’exocytose des micronémes (en vert). (2) Les MICs reconnaissent des
récepteurs cellulaires ce qui entraine la réorientation du parasite. (3) L’exocytose des rhoptries
permet 1’établissement de la jonction mobile (JM), a laquelle participent a la fois des protéines
du cou des rhoptries (en rouge) et des protéines de microneémes. (4) Le parasite pénetre dans
la cellule-hdte par invagination de la membrane plasmique. (5) Lorsque le parasite est
complétement entré dans la vacuole, (6) celle-ci se referme. MVP, membrane de la vacuole

parasitophore. D’apres Alexander et al., 2005.

II- 2- 2- 3- Maturation de la VP

La VP nouvellement formée migre vers le noyau par un mécanisme encore inconnu (Magno
et al., 2005). Les GD liberent leur contenu, phénomene corrélé avec la maturation de la VP.
Parmi les événements majeurs qui marquent cette maturation, on observe une association
rapide (4 a 6 heures) des éléments du cytosquelette de la cellule-hdte avec la VP (Cintra and
De Souza, 1985 ; Halonen and Weidner, 1994). Les microtubules de la cellule-hote semblent
se réorganiser autour de la VP, et le centrosome se détache de I’enveloppe nucléaire pour y

étre recruté (Coppens et al., 2006). Des extensions membranaires de la MVP (EVP) dans le
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cytosol de la cellule héte s’étendent le long des microtubules de 1’héte (Dubremetz et al.,
1993), mais leur signification biologique reste a déterminer (Fig. 8). A I’inverse, des
invaginations de la PVM dans la vacuole sous-tendues par des microtubules de la cellule-hote
sont également observées (Fig. 8). Les structures tubulaires ainsi formées, appelées HOST
(Host Organelles Sequestering Tubules) permettraient 1’acheminement vers la vacuole de
vésicules de type endocytaires en vue de I’import de nutriments provenant de la cellule-hote

(Coppens et al., 2006).

Certains organites de la cellule-hdte subissent également une relocalisation vers la VP : les
endo-lysosomes, les mitochondries et le RE de 1I’hdéte sont ainsi recrutés contre la MVP
(Coppens et al., 2006; Sinai et al, 1997). Cette association pourrait permettre le
détournement de lipides (cholestérol et choline) et d’acides gras pour lequel le parasite est
auxotrophe (Coppens et al., 2000). L’association du RE a la PVM semble essentielle pour le

développement intracellulaire du parasite (Nakaar et al., 2003).

Parallélement a la sécrétion des GD, on observe la libération de vésicules multilamellaires 10
a 20 minutes aprés I’invasion, depuis une invagination postérieure de la membrane plasmique
du parasite. Ce matériel membranaire se déploie dans tout I’espace de la vacuole, par un
mécanisme inconnu qui semble impliquer les protéines GRA (Sibley et al., 1986, 1995). Le
réseau de nanotubules membranaires (RNM, Fig. 8) ainsi formé est composé de tubules de 30
a 50 nm de diametre, qui apparaissent connectés avec la MVP a certains endroits. Ces
caractéristiques morphologiques semblent indiquer un réle trophique du RNM dans les
échanges de nutriments entre le parasite et la cellule hote. La diffusion de substances de faible
poids moléculaire (<1300 daltons) a travers la MVP a été démontrée (Schwab et al., 1994), et
I’existence d’un réseau de tubules intra-vacuolaires permettrait d’augmenter la surface
d’échange entre le parasite et la cellule-hote, favorisant ainsi ce mécanisme de diffusion.
Cependant, le RNM n’apparait pas essentiel pour la prolifération in vitro des parasites

(Mercier et al., 2002).
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EVF

Fig. 8: Les différents systémes membranaires de la VP. A- Vacuole parasitophore en
microscopie ¢lectronique 10 minutes apres invasion d’un macrophage (d’apres Sibley et al.,
1986). MPP, membrane plasmique du parasite ; RMN, réseau de nanotubules membranaires ;
MVP, membrane de la vacuole parasitophore. Barre 1um. B- Extensions de la vacuole
parasitophore (EVP) mises en évidence par immunofluorescence sur une cellule infectée par
marquage anti-GRA7 (d’apres Jacobs ef al., 1998). Barre 1um. C- Structure d’un HOST a
I’intérieur de I’espace vacuolaire d’apres Coppens ef al., 2006. Les HOSTs sont ceinturés a
intervalles réguliers par un matériel dense aux électrons (fléches). Mt, microtubule de la

cellule-hote. Barre 100 nm.
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I11- Trafic subcellulaire des protéines de Toxoplasma gondii :

des processus conservés et des processus originaux

La mise en place de la vacuole de 7. gondii implique la sécrétion orchestrée de protéines
stockées dans des organites spécifiques des Apicomplexa : les micronemes, les rhoptries, et
les GD. Ce réseau de sécrétion régulée repose sur la compartimentation fonctionnelle des
protéines du parasite, qui doivent étre sécrétées de manicre coordonnée aux différentes étapes
de Dl’invasion. Apres leur sécrétion, le devenir de ces protéines est variable : certaines
s’associent a des membranes (protéines de GD) tandis que d’autres sont protéolysées, ce qui
permet de réguler leur action (protéines de micronémes). Le paragraphe suivant se propose de
décrire 1’état actuel des connaissances sur les mécanismes qui permettent 1’adressage des
protéines aux différents organites de sécrétion, puis 1I’exocytose régulée de ces organites.
Enfin, les phénomeénes post-sécrétoires impliquant ces protéines seront abordés. Les données
présentées ci-dessous sont tirées principalement des revues de Ngob et al. (2000a), Kaasch and

Joiner (2000), Mercier et al. (2005), et Lebrun et al. (2007).

III- 1- Trafic dans le systéme sécrétoire précoce

I1I- 1- 1- Entrée dans le réticulum endoplasmique

Toutes les protéines connues de 7. gondii qui sont destinées aux organites de sécrétion ou a la
surface du parasite possédent un peptide signal N-terminal, qui leur permet d’entrer dans la
voie de sécrétion au niveau du RE. Dans la plupart des cas étudié€s, on a pu montrer que les
protéines étaient transloquées dans la lumiere du RE, et que le peptide signal était clivé. Les
données issues du séquencage des EST ont permis d’identifier des homologues des genes
impliqués dans la machinerie de translocation (entre autres SEC61, SEC63, et SECI11)
(Ajioka et al., 1998). Un homologue de la protéine chaperonne BiP, spécifique du RE chez la
levure et les eucaryotes supérieurs, a récemment été identifié comme étant une protéine
résidente du RE de 7. gondii. Cette rétention fait intervenir le motif HDEL carboxy-terminal
de TgBiP (Hager et al., 1999), probablement par interaction avec I’homologue parasitaire de

Erd2, une protéine connue pour reconnaitre les motifs KDEL/HDEL chez les eucaryotes
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supérieurs. Le trafic des protéines sécrétoires de 7. gondii fait donc intervenir des processus

conservés au niveau du RE.

I1 existe cependant des cas particuliers, qui concernent certaines protéines de micronémes et
de GD. La plupart des GRAs sont prédites comme transmembranaires par les logiciels de
prédiction classiques (TMPRED, TMHMM), avec une topologie de type 1. En effet, elles
s’associent aux membranes de la vacuole parasitophore apres sécrétion (voir paragraphe I11I-
4- 3). Chez les eucaryotes supérieurs, les protéines transmembranaires sont insérées de fagon
co-traductionnelle dans la membrane du RE, et conservent une conformation
transmembranaire tout le long de la voie de sécrétion, jusqu’a la membrane cible. Pourtant, a
I’intérieur des GD, les GRAs se comportent comme des protéines solubles, avec une fraction
fortement agrégée (Sibley et al., 1995 ; Labruyére et al., 1999 ; Lecordier et al., 1999). Ces
résultats sont corroborés par les données de la microscopie électronique, qui n’ont jamais
montré l’intégration des GRAs transmembranaires dans la membrane du granule dense
(Cesbron-Delauw et al., 1989 ; Charif ef al., 1990 ; Achbarou et al., 1991) . Des constatations
analogues concernent certaines protéines de micronémes transmembranaires (MIC2, MIC6,
MIC12, AMA1) (D. Soldati, communication personnelle). Les mécanismes moléculaires qui
empéchent I’insertion membranaire attendue pour ces protéines au niveau du RE restent a

¢élucider.

III- 1- 2- Trafic entre le RE et ’appareil de Golgi

Le traitement de tachyzoites a la bréfeldine A, une toxine qui inhibe le transport entre le RE et
le Golgi, bloque le transport vésiculaire global de 7. gondii (Chardin and McCormick, 1999).
Ces observations suggerent que toutes les protéines destinées aux organites transitent entre le
RE et le Golgi. T. gondii posseéde des genes homologues aux génes codants pour les
composants des complexes COP I et COP II, qui sont impliqués dans le transport antérograde
et rétrograde entre le RE et le Golgi chez la levure et les eucaryotes supérieurs (Fig. 11).
L’addition d’un motif acide a une protéine indicatrice exprimée dans le parasite permet
I’export du RE, probablement par liaison avec les protéines COPII parasitaires (Hoppe and
Joiner, 2000). Chez les eucaryotes supérieurs, les vésicules recouvertes de COPI interviennent

dans le transport entre le RE et le Golgi mais aussi au sein du Golgi, or les sous-unités du
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complexe COPI qui ont été identifiées chez le parasite sont localisées au niveau de I’appareil

de Golgi en immunofluorescence (Liendo et al., 2001).

Si ces données suggerent la conservation fonctionnelle des mécanismes de transport entre les
eucaryotes supérieurs et 7. gondii, d’autres études mettent en évidence des particularités

propres au parasite dans les mécanismes du trafic sécrétoire précoce :

Reiss et al. ont démontré I’interdépendance des protéines de micronémes deés les premieres
étapes de la voie de sécrétion pour leur trafic et leur adressage correct aux micronémes. Ils ont
en effet démontré que le domaine galectin-like de MIC1 était nécessaire au repliement correct
de MIC6, par la stabilisation du troisiéme domaine EGF et la région acide. En I’absence de ce
domaine, le complexe MIC1/4/6 est retenu dans le RE (Reiss et al., 2001). De méme, la
protéine MIC2, qui s’assemble en complexe avec la protéine M2AP (MIC2- Associated
Protein) dans les parasites sauvages, est accumulée au niveau du ER/Golgi dans les parasites
m2apKO (Huynh et al., 2003). Initialement, ces phénomenes de rétention ont été interprétés
comme résultant de la reconnaissance de ces complexes mal assemblés par le systéme qualité
du RE. Cependant, des données récentes suggerent plutot que la protéine M2AP aurait un role
d’escorteur pour la protéine MIC2, permettent son adressage correct aux micronémes. Ces
propriétés feraient intervenir la région propeptide de M2AP (Harper et al., 2006). En ce qui
concerne la protéine soluble MIC3, il a ét¢ montré que la présence du domaine propeptide
empéche la liaison du domaine chitin-binding-like aux récepteurs cellulaires (Cérede et al.,
2002), ce qui suggere que cet ¢lément pourrait faciliter le trafic de MIC3 en empéchant une
interaction inadéquate avec d’autres protéines parasitaires dans le systeme sécrétoire précoce.
Les régions propeptide des protéines de micronemes sont par la suite clivées au niveau du

réseau trans-Golgi (Soldati et al., 2001 ; Rabeneau ef al., 2001 ; Carruthers, 2006) (Fig. 9).

36



¥

MZAP P

¥

¥

¥ ¥

MIC11 s\

¥

WSENS O &
subl Y=—Se=—

Fig. 9 : Maturation protéolytique des MICs au cours du trafic intra-parasitaire. Les complexes
de MICs comprennent en général au moins un membre qui posseéde un domaine propeptide
(rectangles hachurés). Ce domaine est situ¢ a I’extrémité N-terminale sauf dans le cas de
MICI11. Le site de clivage est indiqué par les fleches. Le crochet dessiné pour MIC11

représente un pont disulfure. D’aprés Carruthers, 2006.

Des mécanismes de protéines escorteurs similaires a ceux décrits pour les protéines de
micronemes existent pour les protéines de rhoptries de Plasmodium, chez qui les protéines
solubles RAP2 et RAP3 forment un complexe oligomérique avec la protéine
transmembranaire RAP1 (Baldi et al., 2000). Méme si des mécanismes similaires concernant
les protéines de rhoptries de 7. gondii n’ont pas encore ¢té décrits, on peut supposer que
I’assemblage en complexes de haut poids moléculaire est une caractéristique générale chez les
Apicomplexa qui pourrait étre nécessaire au trafic correct dans le RE/Golgi. 11 existe chez les
mammifeéres des mécanismes de tri similaires qui font intervenir la liaison a des protéines
récepteurs transmembranaires (Thiele et al., 1997), mais cela ne concerne que quelques
exemples, alors que les parasites Apicomplexes semblent avoir recours a ces mécanismes de

fagon prédominante.
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III- 2- Tri des protéines

I1I- 2- 1- Tri des protéines chez les eucaryotes supérieurs

Chez les eucaryotes supérieurs, le tri des protéines destinées a étre sécrétées de manicre
constitutive versus celles dont la sécrétion est soumise a régulation se fait au niveau du trans-
Golgi (TG). En I’absence de signal de rétention, les protéines transmembranaires de surface
ainsi que les protéines associées a une ancre GPI sont ancrées dans la membrane des vésicules
de la voie constitutive, qui permettent leur adressage par défaut a la surface de la cellule. A
I’inverse, les protéines qui doivent étre adressées aux voies de sécrétion régulées sont
empaquetées dans des granules de sécrétion immatures, avant d’étre stockées dans les
granules de sécrétion définitifs. Certaines données montrent que 1’adressage aux vésicules de
sécrétion régulée repose sur des récepteurs présents au niveau du TG qui reconnaissent
spécifiquement des motifs présents dans les protéines destinées aux granules. Par exemple, la
carboxypeptidase E (CPE) semble jouer le role d’un récepteur permettant le tri de plusieurs
protéines cargo vers les granules de sécrétion régulés (Cool and Loh, 1998). Ce modéle du
« tri a I’entrée » s’oppose au modele du « tri par rétention », selon lequel le contenu global du
TG serait encapsulé dans les granules naissants, puis les protéines destinées a étre sécrétées
constitutivement progressivement extrudées dans des vésicules de faible densité. Ainsi, seules
les protéines appropriées seraient retrouvées dans le granule mature (voir la revue de Arvan
and Castle, 1998). Par exemple, 1’adressage aux lysosomes des les cellules B-pancréatiques de
plusieurs enzymes lysosomales et du récepteur du mannose-6-phosphate fait intervenir une
étape de bourgeonnement de vésicules recouvertes de clathrine a partir des granules de

sécrétion immatures (Kuliawat et al., 1997).

Plusieurs mécanismes ont ét¢ identifiés comme expliquant I’adressage spécifique de certaines
protéines aux granules de sécrétion régulés (voir la revue de Dikeakos and Reudelhuber,
2007). Tout d’abord, beaucoup de protéines destinées a ces granules ont la capacité de former
des multiméres ou des agrégats. Une acidification du milieu intra-luminal ou une
augmentation de la concentration de certains ions bivalents, comme les ions Ca®" ou Zn**
peuvent étre a 1’origine de ces phénomenes. Les agrégats sont empaquetés dans les granules
de sécrétion immatures, qui conduisent a la formation de GD aux électrons (voir la revue de

Dannies, 2001). Un autre mécanisme repose sur la reconnaissance par des protéines
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adaptatrices (AP) de motifs basés sur des résidus tyrosine de type YXX® (avec X= n’importe
quel acide aminé, et ®= acide aminé portant un domaine hydrophobe encombrant). Des
protéines transmembranaires présentant ces motifs tyrosine dans leur partie cytoplasmique
peuvent ainsi étre adressées spécifiquement aux membranes des granules de sécrétion. Une
influence du domaine transmembranaire de ces protéines peut également étre impliquée dans
les processus de rétention ou d’adressage dans des compartiments spécifiques (Bonifacino et
al., 1991 ; Zaliauskiene et al., 2000). La taille de ce domaine pourrait intervenir dans la
stabilisation des protéines transmembranaires dans les différentes membranes plus ou moins
¢épaisses de la cellule (Bretscher and Munro, 1993). En outre, la conformation correcte des
protéines, une éventuelle maturation, le niveau et le temps d’expression sont autant de

paramétres qui interviennent également dans 1’adressage correct des protéines.

I1I- 2- 2- Tri des protéines chez 7. gondii

Chez T. gondii, I’existence d’une voie de sécrétion constitutive n’a toujours pas été
démontrée. Les protéines de surface décrites a ce jour sont majoritairement ancrées dans la
membrane plasmique par I'intermédiaire dune ancre GPI (protéines SAG pour Surface
Antigens), mais le trafic intra-parasitaire de ces protéines est trop rapide pour que I’on puisse
identifier les vésicules par lesquelles elles transitent pour gagner la surface. Par contre, les
organites de sécrétion spécifiques des Apicomplexa que constituent les microneémes, les
rhoptries et les GD ont été étudiés de facon extensive. Les mécanismes impliqués dans leur
formation sont partiellement élucidés, et font intervenir a la fois des processus conservés et

des événements originaux (voir résumé en Fig. 11).

III- 2- 2- 1- Adressage aux granules denses

III- 2- 2- 1- 1- La voie par défaut pour les protéines solubles

Des protéines indicatrices solubles qui ne possédaient aucun motif d’adressage identifié ont
été exprimées dans le Toxoplasme, et il a ét€ montré que ces protéines étaient adressées aux
GD avant d’étre libérées dans la vacuole parasitophore (Karsten et al., 1998 ; Striepen ef al.,
2001). Par contre, I’addition d’une ancre GPI a ces protéines entraine leur relocalisation a la
surface du parasite, probablement aprés transit via la voie constitutive de sécrétion. La

délétion du signal d’ancrage GPI de la protéine SAGI1 conduit a sa sécrétion dans 1’espace de
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la vacuole parasitophore via les GD. Ces ¢léments laissent supposer que les GD
constitueraient la voie par défaut de sécrétion des protéines solubles dans le parasite, se
substituant a la voie de sécrétion vésiculaire constitutive pour ces protéines. Pourtant, les GD
sont morphologiquement semblables aux granules des voies de sécrétion régulées chez les
eucaryotes supérieurs. Notamment les GRAs présentent un fort taux d’agrégation a I’intérieur
de ces organites, ce qui pourrait représenter un mécanisme d’adressage aux GD comme c’est

le cas chez les eucaryotes supérieurs (voir la revue de Dannies, 2001).

III- 2- 2- 1- 2- Cas des GRAs transmembranaires

Existe-t-il des signaux qui permettent I’adressage des GRAs transmembranaires aux GD? La
condensation de ces protéines que 1’on observe en fractionnement sur des parasites
extracellulaires (Sibley et al., 1995 ; Labruyere et al., 1999; Lecordier et al., 1999) pourrait
constituer un mécanisme d’adressage. Cette agrégation ne semble pas résulter d’une
diminution de pH dans les GD. Elle pourrait étre due a une grande concentration en calcium
dans ces granules, liée a la prédominance de la protéine GRA1 qui peut lier le calcium via ses
domaines EGF. Des motifs YXX® ont ét¢ identifiés dans la queue C-terminale de GRA4 et
GRA7, mais ce motif n’est pas reconnu par ’homologue parasitaire de AP-1 du moins dans le
cas de GRA4 (Ngo et al., 2003). Il a également été proposé que la petite taille des domaines
transmembranaires des GRAs est responsable de leur adressage aux GD (Karsten et al.,
2004). En effet, une fusion composée de la protéine BAP (Bacterial Alkaline Phosphatase)
associée aux domaines transmembranaire et C-terminal de GRA4 est adressée aux GD, alors
que la méme fusion présentant le domaine transmembranaire de la protéine LDLR (Low
Density Lipoprotein Receptor) a la place de celui de GRA4 est localisée au niveau de

I’appareil de Golgi.

III- 2- 2- 2- Formation des micronémes

III- 2- 2- 2- 1- protéines de micronémes transmembranaires

L’adressage aux micronémes de certaines protéines transmembranaires repose sur des signaux
d’adressage spécifiques présents dans la queue C-terminale de ces protéines. Di Cristina et al.
ont montré en 2000 que le domaine C-terminal (Ct) de MIC2 ¢tait suffisant pour adresser aux
micronémes une protéine chimérique constituée du domaine N-terminal de SAGI, du

domaine transmembranaire de CD46, et de ce domaine. Les motifs YHYY et EIEYE présents
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dans ce domaine ont été identifiés comme déterminants dans 1’adressage spécifique aux
micronémes. De plus, le motif GYQTI, présent dans le domaine Ct de la protéine de
lysosomes Lamp, permet d’adresser aux micronemes d’une fusion présentant ce domaine
(Hoppe et al., 2000). 11 apparait donc que des motifs basés sur des résidus tyrosine sont
impliqués dans 1’adressage aux micronemes, probablement par association avec les molécules

AP identifiées chez T. gondii.

La reconnaissance de ces signaux spécifiques et le tri des protéines de micronémes semblent
s’effectuer au niveau de I’appareil de Golgi puisque des mutants présentant une altération du
motif GYQTI du domaine Ct de Lamp sont retenus dans un compartiment de type Golgi
(Hoppe et al., 2000).

III- 2- 2- 2- 2- protéines de micronémes solubles

Des expériences de complémentation du mutant mic3KO ont permis d’¢lucider les
mécanismes d’adressage de la protéine soluble MIC3 (El Hajj and Lebrun, non publié¢). La
délétion du domaine propeptide N-terminal de cette protéine entraine une délocalisation dans
la vacuole parasitophore, ce qui montre que I’information nécessaire a 1’adressage aux
micronemes est contenue dans ce pro-domaine. En plus du propeptide, chacun des 3 domaines

EGF de la protéine est suffisant pour I’adressage aux micronémes.

Dans certains cas, 1’adressage correct des protéines de micronémes solubles dépend de leur
assemblage en complexe avec des protéines de micronémes transmembranaires. En effet,
I’absence de la protéine transmembranaire MIC6 dans les parasites mic6KO a pour effet de
provoquer la libération de MIC1 et MIC4 dans la vacuole (Reiss ef al., 2001). Comme cette
étude montre également que le domaine Ct de MIC6 est suffisant pour localiser la protéine
aux micronémes, on peut supposer que 1’adressage correct de tout le complexe MIC1/4/6
repose sur les signaux présents dans ce domaine. De méme, il a été montré que la protéine
transmembranaire MICS8 joue le réle d’escorteur pour MIC3 (Meissner ef al., 2002), et MIC2
pour M2AP (Hyunh et al, 2004). Ces données démontrent 1’aspect multifactoriel de

I’adressage aux microné¢mes.
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I11- 2- 2- 3- Biogénése des rhoptries

Les protéines de la famille ROP2 sont des protéines transmembranaires de type I. Elles
possedent dans leur queues cytoplasmiques a la fois des motifs tyrosine et des motifs di-
leucine (Hoppe ef al., 2000 ; Ng6 et al., 2003). La mutation de [’un ou 1’autre de ces signaux
provoque la diminution de 1’adressage aux rhoptries de ROP2 ou ROP4, et on observe
I’accumulation de ces protéines dans un compartiment appelé multivesicular body (MVB)
(Fig. 10B). Il s’agit d’un compartiment distinct des GD, des micronémes et du trans-golgi, qui
est marqué par un anticorps dirigé contre le marqueur endosomal VPS4 (Vacuolar Protein
Sorting 4, Fig. 10B) (Yang et al., 2004). Ces résultats suggerent que les protéines de rhoptries
transitent via le systéme d’endocytose, par liaison avec des protéines adaptatrices. En faveur
de cette hypothése, il a été montré que le domaine YXX® facilite le tri des protéines de
rhoptries en interagissant avec la chaine p de la protéine adaptatrice AP-1 de 7. gondii (Hoppe
et al., 2000). Tgul est détectée au niveau de I’appareil de Golgi, de vésicules associées au
Golgi, et au niveau des rhoptries a la fois dans la lumiére et a la membrane (Fig. 10A).
L’expression d’un dominant négatif de Tgul empéche 1’adressage aux rhoptries et la
biogénese de ces organites (Ngé et al, 2003). De larges structures tubulaires et
multivésiculaires sont alors observées, et ROP2 est retrouvée au niveau d’un compartiment
qui ressemble fortement au MVB décrit ci-dessus (Fig. 10B). Ces données suggerent que les
protéines de rhoptries issues du TG transitent a travers un compartiment endosomal lors de
leur adressage aux rhoptries. Les rhoptries pourraient ainsi &tre considérés comme des

lysosomes sécrétoires (Ngo ef al., 2004).
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Fig. 10: Mod¢le de la biogénese des rhoptries chez les Apicomplexa. (A) Le transport
vésiculaire qui permet la formation des rhoptries est médié par la molécule AP-1,
généralement associée au transport vésiculaire vers les lysosomes. Les protéines ROP
transitent par la voie endosomale depuis le réseau trans-Golgi (TG) via un corps
multivésiculaire (MVB) ou rhoptrie immature. La protéine chaperonne VPS4 serait impliquée
dans la régulation de la dynamique membranaire ou dans le transport du cholestérol au sein
des différentes membranes. (B) Des parasites exprimant un dominant négatif de TgAP-1 ou
une forme de ROP2 délétée de son signal tyrosine Ct présentent un compartiment de type
MVB, facilement identifiable en microscopie électronique, au niveau duquel s’accumulent les
marqueurs endosomaux Rab5 et VPS4. Rh, Rhoptrie ; Go, Golgi ; Mt, mitochondrie ; N,
noyau ; MVE, multivesicular endosome ; A, apicoplaste ; DG, granule dense. Barre 0.25 um.

D’apres Coppens and Vielemeyer, 2005.
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En ce qui concerne les protéines de rhoptries solubles, I’étude de I’adressage de ROP1 a
conduit a I’identification de deux domaines, le domaine propeptide et un peptide central

(Bradley and Boothroyd, 2001 ; Striepen et al., 2001).

Ces études montrent que I’adressage aux rhoptries fait intervenir des mécanismes divers,

présentant des similitudes avec les phénoménes connus chez les eucaryotes supérieurs.
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Fig. 11: Résumé des différents mécanismes impliqués dans le trafic intracellulaire des
protéines MICs/ROPs/GRAs de T. gondii d’aprés Ngob et al., 2000b.Le transport rétrograde a
partir du Golgi ferait intervenir des vésicules recouvertes par les protéines COP-I. Les
protéines de surface SAGs qui sont ancrées par un glycosylphosphatidylinositol (GPI)
transitent probablement par la voie constitutive de sécrétion. Le tri des protéines MICs a
partir du trans-Golgi (TG) et des ROPs a partir d’un compartiment intermédiaire de sécrétion
fait intervenir des signaux tyrosine (Yxx®). La sécrétion des micronémes est calcium-

dépendante (Ca™), tandis que celle des GD fait intervenir des protéines de la famille Rab.
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III- 3- Sécrétion des micronémes, rhoptries et granules denses

L’invasion, 1’établissement et le maintien de la vacuole parasitophore sont des étapes critiques
du développement parasitaire. Ces ¢étapes dépendent de 1’exocytose séquentielle des
micronémes, rhoptries et GD lors de I’invasion (Dubremetz et al. 1993 ; Carruthers and
Sibley, 1997). La libération du contenu de ces trois organites en moins de trente secondes doit
étre orchestrée de manicre fine et nécessite des signaux initiés par 1’entrée en contact avec la
cellule-hote. Certains de ces signaux ont été identifiés, mais plusieurs aspects de la sécrétion

chez T. gondii restent obscurs.

III- 3- 1- Sécrétion des micronémes

La sécrétion des protéines de micronémes est initiée par le contact avec la cellule hote, et est
étroitement couplée avec 1’invasion cellulaire. Les micronemes fusionnent avec le cou des
rhoptries, ce qui permet la libération des protéines de micronémes dans 1’espace
extracellulaire (Carruthers et al., 1999 ; Alexander et al., 2005). 1l s’agit d’une sécrétion
régulée, dont le stimulus exogeéne n’a pas encore €té identifié. On peut mimer ’effet de ce
stimulus en augmentant artificiellement le taux de calcium intracellulaire dans le parasite par
I’utilisation d’ionophores calciques tels que 1’A23187 ou I’ionomycine : on observe alors la
sécrétion des protéines de micronémes en l’absence de cellules hotes. Inversement, la
chélation du calcium intracellulaire bloque la sécrétion des protéines de micronemes et
I’invasion, ce qui indique que la sécrétion des protéines de micronemes est controlée par une

voie calcium-dépendante (Carruthers et al., 1999) (Fig. 11).

Une ¢étude a montré que I’entrée de calcium extracellulaire dans le parasite n’est pas requise
pour la sécrétion des protéines de micronémes (Lovett and Sibley, 2003), ce qui indique que
I’augmentation de calcium intra-parasitaire observée lors de I’invasion aurait pour origine des
réservoirs internes au parasite. Les Apicomplexa possedent de nombreux réservoirs calciques,
tels que le RE, les mitochondries et les acidocalcisomes. L’activation de la sécrétion des
protéines de micronemes par la thapsigargine, qui empéche la séquestration du calcium
intracellulaire dans le RE, montre que 7. gondii utilise le RE comme réserve de calcium
intracellulaire (Carruthers and Sibley, 1999). L’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et des canaux

calciques de la famille des récepteurs IP3/ryanodine (présents chez les vertébrés a la
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membrane du RE) semblent impliqués dans la libération de calcium intra-cellulaire lors de
I’invasion (Lovett et al., 2002). L’implication des acidocalcisomes dans la libération du
calcium nécessaire a la sécrétion des protéines de micronémes a également été suggérée

(Moreno and Zhong, 1996 ; Luo et al., 2005).

La sécrétion des micronemes est également inhibée par I’addition d’un inhibiteur de kinases
(Dobrowolski et al., 1997, Carruthers et al., 1999). En particulier, I’activité d’une protéine
kinase dépendante du GMP cyclique (PKG) est nécessaire dans les étapes ultérieures a
I’augmentation de calcium (Donald et al., 2002 ; Wiersma et al., 2004). L’exocytose des
micronémes est donc contrdlée par une voie calcium-dépendante, impliquant la

phosphorylation de protéines.

III- 3- 2- Exocytose des rhoptries

Des observations de microscopie ¢lectronique ont révélé la présence de rhoptries vides des le
stade de D’attachement apical a la cellule hote (Perkins, 1992 ; Dubremetz, 2007). Les
mécanismes qui permettent I’exocytose des rhoptries sont méconnus, mais une étude récente a
montré que la libération des protéines de rhoptries était réduite en 1’absence de la protéine
AMALI (Mital et al., 2005). L’attachement intime a la cellule-hote serait donc requis pour la
sécrétion efficace du bulbe des rhoptries. Il semblerait que les ROPs et les RONs soient
libérées de fagon simultanée, apres la sécrétion des protéines de micronémes (Lebrun et al.,

2005).

I1I- 3- 3- Sécrétion des granules denses : phénoméne constitutif ou régulé ?

La sécrétion des GD pose plusieurs questions encore non résolues, et ce pour plusieurs
raisons. Tout d’abord, il est difficile de comprendre comment les GD peuvent fusionner avec
la membrane plasmique du parasite (MPP), quand celle-ci est isolée du cytoplasme de la
cellule par le complexe membranaire interne (IMC). On suppose qu’il existe des interruptions
de ’'IMC au niveau sub-apical, qui permettraient 1’acces et la fusion des GD avec la MPP
(Leriche and Dubremetz, 1990 ; Dubremetz et al, 1993). De plus, la sécrétion des GD
intervient en deux temps, tout d’abord sous forme d’un burst de sécrétion au moment de

I’invasion, puis de maniere continue pendant le développement intracellulaire du parasite. La
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sécrétion des GD présente donc des traits caractéristiques a la fois d’une sécrétion régulée et

d’une sécrétion constitutive, et I’on trouve des arguments en faveur des deux mécanismes :

- L’adressage quantitatif de protéines indicatrices hétérologues solubles aux GD sans signal
d’adressage identifié est en faveur d’une sécrétion de type constitutif (Karsten et al., 1998 ;
Striepen ef al., 2001). De plus, une augmentation de la concentration intracellulaire en Ca®",
qui provoque habituellement I’exocytose des granules de sécrétion régulée, n’a aucun effet sur

la sécrétion des GD (Chaturvedi et al., 1999 ; Liendo and Joiner, 2000).

- A D’inverse, plusieurs arguments indiquent que les GD seraient sécrétés de facon régulée :
b

- La libération des GD pré-existants n’est pas sensible a la bréfeldine A
(Coppens et al., 1999), drogue qui a pour effet de bloquer la voie de sécrétion

constitutive des eucaryotes par déstructuration du RE et de 1’appareil de Golgi.

- La détection d’un burst de sécrétion de ces organites dans la vacuole
parasitophore en formation indique 1’existence d’un signal de sécrétion. On
peut stimuler expérimentalement cette sécrétion en présence de sérum, ce qui
laisse supposer qu'un ou des sécrétagogue(s) sont présents dans le sérum

(Coppens et al., 1999).
Il semblerait donc qu’il existe deux mécanismes distincts de sécrétion des GD. L’état de

compaction des protéines contenues dans ces organites pourrait influencer le mode de

sécrétion.
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III- 4- Trafic post-sécrétoire chez T. gondii

La vacuole parasitophore (VP) de T. gondii est composée de différents systémes

membranaires (voir Fig. 8 dans le paragraphe II- 2- 2- 3) :

- Le parasite, délimité par sa membrane plasmique (MPP)

- Un Réseau de Nanotubules Membranaires (RNM), présent dans 1’espace de la vacuole

- La Membrane de la Vacuole Parasitophore (MVP), délimitant la vacuole du cytoplasme de
la cellule-hote

- Le contour de la MVP n’est pas régulier mais forme des extensions dans le cytoplasme de la
cellule-hote (EVP pour Extensions de la Vacuole Parasitophore) et des invaginations dans la
vacuole, sous-tendues par des microtubules de la cellule-hote (HOST pour Host Organelles

Sequestering Tubules).

Les protéines de 7. gondii qui entrent dans la voie de sécrétion peuvent soit étre adressées a la
surface du parasite, soit étre sécrétées et s’associer a un ou plusieurs des compartiments
vacuolaires. De plus, certaines protéines de rhoptries sont adressées au-dela de la VP, au
noyau de la cellule-hote. Les mécanismes qui régissent le trafic post-sécrétoire de protéines

chez ce parasite présentent donc des facettes originales, qui seront présentées ci-dessous.

111- 4- 1- Cas des protéines de micronémes transmembranaires : insertion dans la MPP

La plupart des protéines de micronémes transmembranaires semble adopter une topologie
transmembranaire de type I des le niveau du RE et conserver cette conformation tout au long
de la voie de sécrétion. Lors de I’invasion, la fusion des micronémes avec la surface
entrainerait donc 1’exposition du domaine N-terminal de ces protéines dans le milieu
extérieur, alors que le domaine C-terminal resterait a I’intérieur du parasite. Selon le modele
actuel, le moteur acto-myosine qui est localisé juste sous la MPP interagirait de fagon
indirecte avec les queues cytoplasmiques des protéines de micronémes transmembranaires, ce
qui permettrait la relocalisation de ces protéines au pole postérieur du parasite au fur et a
mesure que celui-ci pénetre dans la cellule hote (Sibley, 2003 ; Keeley and Soldati, 2004 ;
Soldati and Meissner, 2004). Une fois redistribuées, les protéines de micronémes impliquées

dans ces processus seraient clivées au niveau de leur domaine transmembranaire ce qui
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permettrait la dissociation de I’interaction hote-parasite et la fermeture de la vacuole
parasitophore. En effet, I’inhibition de la protéolyse de MIC2 par mutation de son domaine
transmembranaire inhibe I’entrée dans la cellule-hote (Brossier et al, 2003). L’activité
protéolytique impliquée a ét¢ dénommée MPP1 pour Microneme Protease Activity 1, il
s’agirait d’une sérine protéase de type rhomboide (Urban and Freeman, 2003 ; Dowse and

Soldati, 2005 ; Brossier et al., 2005).

111- 4- 2- Trafic post-sécrétoire des protéines de rhoptries

III- 4- 2- 1- Fusion de vésicules avec la MVP

Lors de D’invasion, des vésicules dérivées des rhoptries sont libérées dans la vacuole
parasitophore en formation. Ces vésicules contiennent des composants lipidiques et certaines
protéines de rhoptries (Saffer et al., 1992 ; Beckers et al., 1994 ; Carey et al., 2004 ; El Hajj et
al., 2006). Leur fusion avec la MVP naissante entraine 1’exposition des protéines en question
dans le cytoplasme de la cellule-hote. ROP2 a été décrite comme étant une protéine intégrale
de la MVP, avec son extrémité N-terminale exposée dans la cellule-hote. Cette topologie reveét
une importance fonctionnelle puisqu’elle permet 1’exposition d’un signal d’adressage
mitochondrial, ce qui permet de recruter les mitochondries de 1’hote au niveau de la MVP
(Sinai et al., 1997 ; Sinai and Joiner, 2001). Cette association permettrait I’approvisionnement
de la vacuole parasitophore en lipides provenant de la cellule-hote. En microscopie, on
observe que les protéines de la famille ROP2 forment des agrégats au niveau de la MVP, ce
qui laisse supposer que ces protéines sont organisées en complexes supra-moléculaires
pouvant former des pores impliqués dans 1’acquisition de nutriments (Schwab et al., 1994).
Ces données sur le role putatif de ROP2 sont a mettre en relation avec le fait que cette
protéine est essentielle (C. J. M. Beckers and K. A. Joiner, résultats non publi¢s). L’inhibition
ciblée de I’expression de ROP2 en utilisant des ARN antisens résulte en une diminution de la
capacité a envahir et a se multiplier dans des fibroblastes in vitro, et en une atténuation de la
virulence chez la souris (Nakaar ef al., 2003). D’autres protéines de rhoptries paraissent jouer
un role primordial, comme ROP5 dont I’expression semble essentielle (El Hajj et al., 2007a).
A I'inverse de ROP2 et ROP4, ROPS5 semble étre insérée dans la MVP avec son extrémité C-
terminale exposée dans le cytoplasme de la cellule-hdte, ce qui pourrait refléter un role

spécifique de ce fragment de ROPS5 dans I’interaction hote-pathogéne (El Hajj et al., 2007a).
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III- 4- 2- 2- Adressage au novau de la cellule-hote

Les cellules infectées par 7. gondii voient leur expression génique remodelée par le parasite.
Selon la virulence de la souche, le degré de cette modulation est plus ou moins important.
Parmi les génes concernés, on trouve des geénes codant pour des chimiokines (GRO1, GRO2,
LIF et MCP1), des cytokines (IL-1P, IL-6) et des régulateurs de transcription (REL-B, NF-
kB, p105, I-xB) (Blader et al., 2001). Des données récentes indiquent que des protéines de
rhoptries pourraient participer a cette modulation. En effet, les protéines TgPP2C et ROP16
sont adressées au noyau de la cellule-hdte peu apres I’infection (Gilbert ef al., 2005 ; Coller et
al., 2005). On a pu identifier un signal de localisation nucléaire dans la séquence de ROP16,
et le fait que cette protéine posséde un domaine kinase putatif (voir paragraphe II- 1- 3- 3- 1-)
suggere qu’elle pourrait interférer avec les fonctions cellulaires par phosphorylation de
molécules de la cellule-hdte. De plus, le géne ROPI6 appartient a un locus qui contient
plusieurs autres génes impliqués dans la manipulation de 1’expression génique de la cellule-

hoéte (Coller et al., 2005).

II1- 4- 3- Association membranaire post-sécrétoire des protéines de granules denses

Les protéines de GD sont libérées dans I’espace de la vacuole néoformée sous forme d’un
burst de sécrétion. Les données d’immunomarquage et de microscopie ¢électronique indiquent
que la plupart d’entre elles s’associent de maniere spécifique aux différents systémes
membranaires de la vacuole. Les protéines GRA2, GRA4, GRA6 et GRAY sont détectées en
association avec les membranes du RNM (Mercier et al. 1993 ; Mévelec et al., 1992 ;
Lecordier et al., 1995 ; Adjogble et al., 2004). Une fraction de GRA1, GRA3, GRAS5, GRA7
et des NTPases sont également détectées au niveau de ces membranes (Charif ef al., 1990 ;
Achbarou et al., 1991 ; Bonhomme et al., 1998 ; Sibley et al., 1994) (Fig. 12). Par contre, les
protéines GRA3, GRAS, GRA7 et GRAS sont retrouvées préférentiellement associées a la
MVP et a ses extensions (Achbarou et al., 1991, Dubremetz et al., 1993 ; Lecordier et al.,
1993 ; Sinai et al.,, 1997 ; Bonhomme et al., 1998 ; Carey et al., 2000) (Fig. 12). GRA7
apparait plus spécifiquement associée aux extensions intravacuolaires, les HOSTs (Copppens

et al., 2006).
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Fig. 12 : Adressage spécifique des protéines de GD dans la vacuole parasitophore d’apres
Mercier et al., 2005. Pendant la premicre heure aprés 1’invasion, les GD fusionnent avec la
membrane sub-apicale du parasite. GRA1 et les TgPIs, ainsi qu’une fraction des autres GRAs,
demeurent solubles dans la vacuole. GRA2 et GRA6 s’accumulent de fagon transitoire au
pole postérieur, puis interviennent dans la formation d’un complexe GRA2/GRA4/GRAG6 au
niveau du réseau mature. D’autres protéines de GD sont également associées a ces
membranes de facon plus ou moins forte. GRA3, GRAS, GRA7 et GRAS sont détectées au
niveau de la membrane de la vacuole parasitophore (MVP). On ne connait pas la localisation

exacte de Cy-18.

Ces observations supposent que des mécanismes permettent le passage de 1’état soluble a une
association lipidique pour ces protéines. Les mécanismes qui permettent le tri des protéines de
GD vers I’un ou I’autre des compartiments de la VP sont inconnus. Par contre, on peut étudier

la nature biochimique de 1’association de ces protéines avec les membranes de la vacuole.
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Cette association repose soit sur des interactions de type liaison hydrogeéne, dissociables par
traitement a 1’urée, soit sur des interactions hydrophobes avec les lipides constitutifs des
différentes membranes, dissociables avec des détergents non-ioniques comme le NP-40. Le
principe du fractionnement subcellulaire de cellules infectées qui permet de distinguer les

propriétés biochimiques de ces différents types de protéines est représenté sur la figure 13.

— Lyse (passage au travers d’'une seringue 27g)

Centri basse wit.
2500 g 10 min

Culot Surnageant
(parasites intacts, gros débris (membranes)
membranaires, noyaux) Centri haute vit.
100,000%g 2 h
Culot Surnageant

(prot. memb.) (prot. solubles)

HSP HSS

Traitements
(Trisfagents dénaturants)

Centri haute wit.
100000xg 2h

Culot Surnageant
(prot. memb.) (prot. solubles)
P S

Fig. 13: Analyse de la fraction vacuolaire de cellules infectées par fractionnement
subcellulaire. Les cellules sont lysées par passage a travers une seringue 27 g. Les parasites
intacts et les débris cellulaires sont ¢liminés par centrifugation a basse vitesse, puis le
surnageant est soumis a une étape d’ultracentrifugation pour obtenir une fraction ultrasoluble
(HSS pour High Speed Pellet). Les protéines associées au HSP (High Speed Pellet) sont
traitées par différents agents dénaturants, et les protéines solubilisées (S) par ces traitements
sont séparées des résidus membranaires (P) par ultracentrifugation. D’aprés Sibley et al.,

1995.
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III- 4- 3- 1- Association aux membranes de la vacuole par des liaisons de type hydrogéne

Les protéines GRA1 et les NTPases sont majoritairement solubles dans la vacuole mais
présentent ¢également une association trés labile avec les membranes du réseau (Sibley et al.,

1994 ; 1995).

GRA4 et GRA9 présentent une association spécifique avec ce compartiment membranaire.
Cette association repose uniquement sur des liaisons faibles de type liaison hydrogéne pour
GRA4 (Labruyére et al., 1999), mais I'interaction de GRA9 avec le RNM fait également
intervenir des liaisons hydrophobes (Adjogble et al., 2004).

I11- 4- 3- 2- Insertion dans les membranes du réseau

GRAG est I'unique exemple de protéine GRA connue comme étant capable de s’insérer dans
les membranes du réseau (Labruyére et al., 1999). Elle est en effet pourvue d’un domaine
transmembranaire de 19 acides aminés capable de traverser la bicouche lipidique. Le cas de
GRA2 est particulier, puisqu’il s’agit d’une protéine pourvue de deux hélices a-
amphiphatiques qui sont responsables de 1’association aux membranes du réseau (Mercier et
al., 1998b). Selon le modele proposé, les deux hélices seraient capables de s’associer de fagon

a présenter une interface hydrophobe capable de traverser la membrane.

I1 a été montré que GRA2 et GRA6 s’accumulent de fagon transitoire au pole postérieur du
parasite juste apres l’invasion (Sibley et al., 1995). Par la suite, GRA2, GRA4 et GRA6
forment un complexe protéique multimérique au niveau du RNM (Labruyere ef al., 1999). Le
role de GRA2 et GRAG6 dans la formation des nanotubes a été mis en évidence par ’analyse
des mutants invalidés pour les génes GRA2 et GRA6 (Mercier et al., 2002) (cf paragraphe II-
1-4-2-2).

I1I- 4- 3- 3- Insertion dans la MVP

Parmi les protéines qui sont détectées majoritairement a la MVP en microscopie électronique,
certaines possedent les propriétés biochimiques de protéines intégrales de membrane apres
leur sécrétion. En effet, une fraction de GRA3 sécrétée dans la vacuole migre dans la fraction

détergent apres extraction au triton X-114, ce qui indique qu’au moins une partie de la
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protéine est intégrée de facon stable dans la MVP (Ossorio et al., 1994). L’association de
GRAS et GRA7 avec les membranes de la vacuole ne peut étre dissociée que par traitement
au NP-40 (Lecordier et al., 1999 ; Neudeck et al., 2002). Dans le cas de GRAS, la délétion de
8 acides aminés dans le domaine transmembranaire de 18 acides aminés entraine la perte de
cette association, ce qui démontre I’importance du domaine transmembranaire de la protéine
pour son insertion post-sécrétoire dans la MVP (Lecordier ef al., 1999). La protéine s’insere
dans la MVP avec son domaine N-terminal dans le cytoplasme de la cellule-hote et le

domaine C-terminal dans 1’espace vacuolaire (Lecordier et al., 1999).

L’insertion de certaines protéines GRAs dans la MVP refléte probablement une importance
fonctionnelle majeure de ces protéines dans les processus de protection des parasites vis-a-vis
de la cellule-hote, ou pour [’acquisition de nutriments. Par exemple, les propriétés
d’oligomérisation des protéines GRA sont a mettre en relation avec la formation d’un
assemblage de type pore qui permettrait la diffusion passive des molécules de poids inférieur
a 1300-1900 Da a travers la MVP (Schwab et al., 1994 ; Braun et al., 2007). La présence d’un
motif dilysine (KKXX) dans la séquence de la protéine GRA3 suggere son implication dans
I’association de la VP avec le RE de la cellule-hote (Henriquez et al., 2005). Enfin, GRA7,
dont le role dans la formation des HOSTs vient d’étre découvert (Coppens et al., 2006),

pourrait jouer un role dans la fonction endocytaire supposée de ces structures.
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PROBLEMATIQUE ET STRATEGIE

Le projet de these présenté ici s’inscrit dans le cadre de la compréhension de la biogénéese de
la vacuole parasitophore et plus généralement des mécanismes de survie intracellulaire de
parasites pathogeénes pour I’homme et I’animal. L implication des protéines GRAs dans ces
processus est fortement suggérée par le fait que leur sécrétion coincide avec la maturation de
la VP et sa transformation en un compartiment métaboliquement actif. Dans la vacuole
mature, ces protéines sont localisées a I’interface entre le parasite et la cellule-hote, ce qui

traduit probablement une importance fonctionnelle.

Problématique :

La biogénese des GD et le trafic post-sécrétoire des protéines GRAs font intervenir des
processus originaux, dont les mécanismes ne sont pas ¢€lucidés. Plusieurs questions

demeurent :

- Comment les protéines GRAs qui présentent des domaines d’association membranaire
sont-elles solubilisées au cours de la voie de sécrétion ? Existe-t-il des mécanismes
particuliers au niveau du RE qui préviendraient I’insertion membranaire classiquement
attendue ? Le maintien de cet état de solubilisation dans les GD fait-il intervenir des
propriétés particuliéres de ces organites et de leurs protéines?

- Plusieurs travaux ont démontré que les GD représentent la voie de sécrétion par défaut
pour les protéines solubles (Karsten er al., 1998 ; Striepen et al., 2001), mais
I’existence d’une voie par défaut pour les protéines transmembranaires n’a toujours
pas été démontrée. Existe-t-il un signal d’adressage aux GD pour les protéines GRAs
TM, ou bien suivent-elles cette voie en I’absence de toute information spécifique de
tri?

- Apres sécrétion, les protéines GRAs sont spécifiquement adressées aux différents
systémes membranaires de la vacuole. Quelle est la base de cette sélectivité ?

- Certaines protéines GRAs sont capables de s’insérer de fagon post-sécrétoire dans les

membranes du RNM (GRAG6) ou dans la MVP (GRAS5, GRA3, GRA7). Cette insertion
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est-elle spontanée ou bien fait-elle intervenir une machinerie protéique spécialisée, de

type translocon ?

Hypothése :

Une des hypotheses permettant d’expliquer le profil de sécrétion particulier des protéines
GRAs serait que I'un des domaines de ces protéines présenterait des propriétés d’adressage
et/ou d’association membranaire. Les propriétés conférées par ce domaine pourraient étre
fonctionnellement conservées chez les eucaryotes supérieurs, ou au contraire restreintes au

systeme de sécrétion particulier que possede le Toxoplasme.

Stratégie :

Afin de déterminer si les propriétés particulicres de sécrétion des protéines GRAs TM sont
propres au parasite, nous avons analysé le trafic de ces protéines en cellules de mammiferes.
Leur localisation subcellulaire et leurs propriétés biochimiques ont été étudiées dans ce
systtme d’expression. Réciproquement, nous avons analysé le trafic d’une protéine
transmembranaire de mammiféres exprimée dans le parasite.

Par ailleurs, par une stratégie d’expression de protéines chimériques, nous avons cherché a
identifier les domaines qui déterminent la ségrégation chez le parasite d’une protéine de
surface versus une protéine GRA TM. Les protéines de fusion ont été exprimées de facon
stable chez Toxoplasma, et leur localisation subcellulaire ainsi que leur profil de solubilité a
¢té analysé par les techniques d’immunofluorescence et de fractionnement cellulaire. Enfin,
cette stratégie d’expression de protéines chimériques a permis d’étudier les bases de la

spécificité de I’adressage des protéines GRAs TM a la MVP versus aux membranes du RNM.

Protéines modéles :

- La protéine GRAS est la protéine de référence pour 1’étude de I’insertion membranaire post-
sécrétoire dans la VP (Lecordier et al., 1999). C’est une protéine migrant avec un poids
moléculaire apparent de 21 kDa, identifiée par Charif et al. en 1990 suite a la production
d’anticorps monoclonaux dirigés contre les antigénes d’excrétion-sécrétion (ESA). En 1993,
les travaux de Lecordier et al. ont permis la caractérisation moléculaire de la protéine par le

clonage du géne correspondant. Il s’agit d’une protéine de 120 acides aminés présentant un
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peptide signal N-terminal et un domaine d’insertion membranaire de 18 résidus (Fig. 14). En
microscopie ¢lectronique, GRAS est détectée a I’intérieur des GD, sans association évidente a
la membrane des granules (Charif et al, 1990). Aprés sécrétion, elle s’associe
majoritairement a la MVP (Lecordier ef al., 1993). Des études de topologie membranaire ont
démontré que le domaine N-terminal de GRAS est exposé a I’extérieur de la vacuole, face au
cytoplasme de la cellule-hote, tandis que le domaine C-terminal est exposé dans la lumiere de
la vacuole (Lecordier et al., 1999) : la protéine est donc bien insérée dans la MVP. Cette
insertion est abolie par la délétion de 8 acides aminés dans le domaine transmembranaire

putatif, ce qui démontre I’importance fonctionnelle de ce domaine (Lecordier ef al., 1999).

- L’analyse du trafic de la protéine GRA7 en cellules de mammiféres est venue compléter
celle de GRAS. Le géne GRA7 a été identifié et caractérisé en méme temps par Fischer et al.
et Jacobs ef al. en 1998. GRA7 est une protéine de 29 kDa présentant un unique domaine
transmembranaire de 22 aa selon Fischer ef al.. Elle s’associe préférentiellement a la MVP et
a ses extensions (Jacobs et al., 1998 ; Bonhomme et al., 1998), sous forme d’une protéine

intégrale de membrane (Neudeck et al., 2002).

- La protéine CD46 a été choisie comme protéine modele de surface de mammiféres (Lublin
et al., 1988). 1l s’agit d’une protéine de 380 acides aminés environ présente sous diverses
isoformes a la surface de toutes les cellules humaines nucléées. La protéine CD46 présente un
unique domaine transmembranaire (23 résidus) (Fig. 14), qui permet I’insertion de la protéine
dans la membrane plasmique, avec une topologie de type I (Liszewski et al., 1991). CD46
migre avec un poids moléculaire apparent de 39 kDa, et présente plusieurs sites de N- et O-
glycosylation dont I’importance a ¢été démontrée pour la régulation de I’activité du
complément (Liszewski et al., 1998). Le domaine TM de 27 acides aminés de la protéine
CD8 a également été testé pour comparaison. CD8 est également une protéine
transmembranaire de surface de mammiféres exprimée de facon spécifique sur certains

lymphocytes T (Littman et al., 1985).

- La compréhension des mécanismes permettant le ciblage de GRAS dans les GD nécessitait
de comparer son trafic intracellulaire a celui d’une protéine transmembranaire de la surface du
Toxoplasme. La majorité des protéines parasitaires de surface sont ancrées dans la MPP par
I’intermédiaire d’une ancre GPI (protéines SAQG), et peu de protéines intégrées dans la MPP

ont été décrites a ce jour. En 1998, Seeber ef al. ont congu une protéine recombinante
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composée du domaine Nt de SAGI délété¢ du signal d’ancrage GPI, en fusion avec les
domaines TM et Ct de CD46, qui se comporte comme une protéine intégrale de la PPM. Nous
avons ajouté une étiquette HA-FLAG (HF) en Ct a cette protéine de fusion (Fig. 14) et utilisé
la protéine résultante SAG1-TMCD46-CD46-HF comme modele de protéine de surface

parasitaire.

- L’adressage post-sécrétoire spécifique de GRAS a la MVP a été comparé a celui de GRA6
aux membranes du réseau. GRA6 est une protéine de GD de 32 kDa (Lecordier et al., 1995).
Le domaine PS de GRAG6 est particulier puisqu’il n’est pas situé a I’extrémité N-terminale de
la protéine (Fig. 14). Il est cependant fonctionnel car capable d’adresser une protéine
indicatrice dans la VP (Balbeur et Cesbron-Delauw, non publié¢). L’insertion de GRA6 dans
les membranes du réseau a été démontrée par Labruyere et al. en 1999 et implique

probablement le domaine TM de 19 résidus de la protéine.

PS Nt ™ Ct

GRAS-TM GRAS-GRAS GRAS| GRAS (50) |GRAS |GRAS (27)
18 aa

GRAS-TM GRAB-GRAS

19 aa
CD48-TM CDas-CD46 CD46 CD46 {(254) CD46 | CD46 (33)
23 a3
cD8-TM CDg8LD8 cDs CcDs (161) CD8 | CD8 (27)
27 aa

o
[n
—

SAG1-TM CD46-CD46-HF SAG1 SAG1 (258)

CD46 | CD46 (33) iﬁ'
23aa

Fig. 14 : Représentation schématique des protéines modeles utilisées dans cette étude. PS,
peptide signal ; Nt, domaine N-terminal ; TM, domaine transmembranaire ; Ct, domaine C-

terminal ; aa, acides aminés. L’étoile indique une étiquette HA-FLAG.
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RESULTATS

Les protéines GRAs TM ne présentent aucun signal d’adressage connu qui permettrait
d’expliquer leur ciblage aux GD et aux différentes membranes de la vacuole aprés sécrétion.
Dans les cellules de mammiferes, il est prédit que ces protéines se comportent comme des
protéines intégrales de membrane plasmique présentant une topologie de type I. La
comparaison des deux systémes d’expression cellules de mammiféres versus Toxoplasme
devrait permettre de confirmer ou d’infirmer ces données. La recherche d’un signal
d’adressage spécifique aux GD et aux membranes de la vacuole a été réalisée par une
approche génétique consistant a substituer séquentiellement les domaines de la protéine
GRAS par ceux d’une protéine de surface parasitaire.

Les résultats présentés ci-dessous font 1I’objet de la préparation d’un article qui sera soumis a J
Cell Biol prochainement: The N-terminal domain of Toxoplasma transmembrane GRA
proteins is essential for their post-secretory membrane targeting into the host-cell. Claire
Gendrin, Laurence Braun, Jean-Frangois Dubremetz, Corinne Mercier and Marie-France

Cesbron-Delauw.

I- Comparaison du trafic de GRAS et de CD46 dans les deux systémes

d’expression Toxoplasme versus cellule de mammifére

I- 1- Expression de GRAS en cellules de mammiféres

Afin de déterminer si le trafic intracellulaire soluble de GRAS chez le Toxoplasme est
conservé, nous avons fusionné les protéines GRAS, GRA7 et CD46 avec une étiquette HA C-
terminale (GRAS5-H, GRA7-H et CD46-H, Fig. 15A) et exprimé les protéines obtenues dans la
lignée de cellules de mammiferes HEK 293-T.

L’expression des protéines est détectée en immunofluorescence par 1’utilisation de différents
jeux d’anticorps : le sérum de souris anti-GRAS5 (Lecordier et al., 1999), le mAb anti-GRA7
(BATO214, Jacobs et al., 1998 ; Neudeck et al, 2002) et le mAb anti-CD46 (TRA2-10,

Andrews et al., 1985) reconnaissent la partie Nt des protéines exprimées, alors que le sérum
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de lapin anti-HA reconnait 1’étiquette C-terminale. Aprés perméabilisation des cellules au
triton X-100, on observe un liseré de fluorescence a la périphérie des cellules exprimant
GRAS5-H et GRA7-H. GRAS et GRA7 sont donc adressées a la membrane plasmique des
cellules, comme le controle de protéine de surface de mammifere CD46 (Figure 15B gauche).
Au contraire, la protéine soluble de Toxoplasme GRA1 semble majoritairement
cytoplasmique lorsqu’elle est exprimée transitoirement en cellules HEK. En effet, le signal
obtenu pour la fusion GRAI-H avec le sérum de lapin anti-HA ressemble fortement a celui
obtenu avec le mAb anti-FLAG pour le contrdle de protéine soluble de mammiféres MLO2-F
(Fig. 15C). Ce résultat est surprenant lorsque 1’on considére la présence d’un peptide signal
dans la séquence de GRA1, élément qui devrait orienter la protéine vers une sécrétion soluble

a ’extérieur des cellules.

D’apres plusieurs méthodes de prédiction de topologie (TMPRED, TMHMM), les protéines
GRAS et GRA7 devraient se comporter comme des protéines intégrales de membranes
présentant une topologie de type I en cellules de mammiféres. Pour confirmer
biochimiquement que GRAS5 est une protéine intégrale de membrane en cellules de
mammiferes, nous avons effectué une séparation des protéines solubles et du matériel
membranaire obtenus apres lyse mécanique de cellules exprimant la protéine GRAS-HF de
facon transitoire. Le mode d’association de la protéine a la fraction membranaire a été étudié
par traitement de cette fraction avec différents agents dénaturants (Fig. 15D). GRAS est
exclusivement associée a la fraction HSP, ce qui refléte un comportement de protéine
membranaire. Cette association n’est pas dissociée quand le HSP est soumis a de fortes
concentrations en sels ou a un pH ¢élevé, conditions qui permettent de rompre 1’association des
protéines périphériques aux membranes. Cette association est également résistante a 1’urée
6M, tandis que le traitement du HSP au NP-40 1% permet de solubiliser GRAS. Ces
propriétés sont tout-a-fait similaires a celles de CD46, utilisée comme contrdle de protéine
transmembranaire, ce qui montre que GRAS se comporte comme une protéine intégrale de
membrane en cellules de mammiféres. Au contraire, la protéine soluble de Toxoplasme
GRA1 est retrouvée exclusivement dans la fraction HSS comme le controle soluble MLO2-F,
ce qui montre que GRA1 se comporte comme une protéine soluble également en cellules de

mammiferes (Fig. 15D).

Dans les cellules non-perméabilisées exprimant GRAS-H et GRA7-H, la surface cellulaire est

clairement marquée quand on utilise un anticorps dirigé contre la partic Nt des protéines (i.e.
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le sérum de souris anti-GRAS et le mAb anti-GRA7, respectivement). A 1’inverse, aucun
signal n’est observé par marquage avec le sérum de lapin anti-HA, qui reconnait 1’étiquette Ct
(Fig. 15B droite). En parall¢le, la détection de CD46-H est permise par 1’utilisation du mAb
anti-CD46 qui reconnait le domaine Nt de la protéine, tandis que I’étiquette Ct est
inaccessible au sérum anti-HA (Fig. 15B droite). Ces résultats montrent que les protéines de
Toxoplasme GRAS5 et GRA7 se comportent comme le controle CD46 quand on les exprime
en cellules HEK 293-T, a savoir comme des protéines intégrales de la membrane plasmique
de la cellule, avec une topologie de type 1. L’expression soluble de GRAS et GRA7 dans les
GD est donc propre au parasite et refléte I’existence de mécanismes particuliers d’adressage et

de solubilisation dans ce systéme particulier d’expression.
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Fig. 15 : GRAS se comporte comme une protéine transmembranaire de type | en cellules de mammiféres. (A
Représentation schematique des constructions GRAS-HIHF, GRAT-H et CD46-H. Les genes a parir desguels les
domaines peptide signal (PS5, transmermbranaires (Thi, M- et C-terminaus (Mt et G ont &té amplifies sont indigués 3
l'intéheur des rectangles. La longueur de chague seament estindiguée en acides aminés (aa) entre parenthéses, ou
en dessous du scheémsa pour les domaines T, Les etiguettes HA (H) ou HA-FLAG (HF sont représentées par une
etoile. (B) GRAS-HHF, GRAT-H et CO46-H exprimées transitoirerment dans les cellules HEK sont détectées dans
des cellules permeabilisées au triton ¥-100 0,1% (cellules permeabilisées) ou directernent dans des cellules non
pemnéahilisées (cellules vivantes), Le domaine Nt de GRAS est détecte grace au sérum de souris o-GRAS M, celui
de GRAT grace au mab o-GRAT et celui de COD46 grace au maAb TRAZ-10. Le serum de lapin o-HA permet 13
détection de I'étiguette Ct pour les 3 protéines. (C) Immuno-détection de GRA1-H en cellules HEEK. Des cellules
exptimant transitoirerment GRAT-H ou MLOZ-F sont pernéabilisées puis soumises au marguadge par le sérum de
lapin o-HA et le mab o-FLAG, respectiverment. (D0 Profil de solubilité de GRAS-HF en cellules HEK, Des cellules
transfectées transitoirement sont fractionnées en un culot membranaire (HSPY et une fraction soluble (HSS) par
ultracentrifugation. Le culat (P et les protéines solubilisées (5) aprés traiterment du HSP awec différents agents
dénaturants (FBS, MaCl, CO3, urée, NP-40) sont analyses par immunoblot, Les protéines sont detectées 4 I'aide du
mah 0-FLAG (GRAS-HF et MLO2-Fy, du mAb a-GRAT (GRAT-H) ou du sémm de lapin o-CD46 (CD46 endogéne).
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I- 2- Expression de protéines de surface dans les parasites

I- 2- 1- Expression de CD46-TM CD46-CD46-HF dans les parasites

Aprés avoir examiné le trafic de GRAS dans les cellules de mammiféres, nous avons
réciproquement tenté d’exprimer la protéine de mammiferes CD46 chez Toxoplasma. A
I’inverse des résultats obtenus dans les cellules HEK, nous avons pu observer que CD46-TM
CD46-CD46-HF ne co-localise pas avec GRAS endogeéne dans le systéeme d’expression du
parasite (Fig. 16A). En effet, dans des parasites extracellulaires de la souche sauvage RH qui
expriment CD46-TM CD46-CD46-HF de fagon stable, on observe par immunofluorescence
que la protéine se situe de facon prédominante autour du noyau et au niveau de structures
réparties dans I’ensemble du cytoplasme qui pourraient correspondre a des vésicules (Fig.
16B droite, tétes de fleches blanches). Ces structures sont distinctes des GD, qui sont marqués

a ’aide du mAb anti-GRAS (Fig. 16B droite, tétes de fléches jaunes).

Pour préciser la localisation de CD46-TM CD46-CD46-HF, des cellules infectées par des
transformants stables ont été traitées a la saponine, ce qui permet une perméabilisation
sélective de la membrane de la cellule-hdte et de la MVP (perm. MCH+MVP). Dans ces
conditions, la fusion CD46-TM CD46-CD46-HF n’est détectée ni par I’anticorps TRA2-10
anti-Nt ni par le sérum de lapin anti-HA (Fig. 16B gauche), ce qui indique que la protéine
n’atteint pas la surface du parasite a 1’issue de son trafic intracellulaire. Pour interpréter le
trafic particulier de CD46 dans le parasite, il faut considérer le haut niveau de glycosylation
de la protéine en cellules de mammiferes. Ces modifications ne sont pas nécessairement
réalisées dans le systéme sécrétoire du parasite, ce qui pourrait expliquer 1’absence de

détection de la protéine a la surface du parasite (voir discussion).

I- 2- 2- Expression de SAG1-TM CD46-CD46-HF dans les parasites

Dans le but d’étudier le trafic de GRAS dans les GD, nous avons cherché un modéle de
protéine intégrale de la MPP. Peu de protéines de la MPP sont connues au jour d’aujourd’hui,
et la majorité d’entre elles sont ancrées dans la membrane par I’intermédiaire d’un GPI.
Cependant, Seeber ef al. ont utilis¢ en 1998 un variant de la protéine majeure de surface

SAGI qui s’intégre dans la MPP. Cette protéine est composée du domaine Nt de SAG1 délété
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de son signal d’ancrage GPI, fusionné avec les domaines TM et Ct de CD46 (SAGI-TM
CD46-CD46). Nous avons fusionné cette protéine avec une étiquette HA-FLAG C-terminale
(SAG1-TM CD46-CDA46-HF, Fig. 16A), et vérifié que cet ajout ne modifiait pas I’adressage
de la protéine (Fig. 16C gauche). En effet, quand des cellules infectées par un variant de la
souche Asagl qui exprime la fusion de fagon stable sont perméabilisées a la saponine, on
détecte un signal correspondant a la surface du parasite avec le mAb anti-SAG1 mais aucun
signal avec le sérum de lapin anti-HA (Fig. 16C gauche). Ces données indiquent que
I’extrémité Ct de la fusion est située coté cytoplasme du parasite (et est donc inaccessible a

I’anticorps anti-HA), ce qui refléte I’insertion de la fusion dans la MPP avec une topologie de

type L.

Afin de préciser la localisation de SAG1-TM CD46-CD46-HF a I’intérieur du parasite, nous
avons permeéabilisé des parasites extracellulaires exprimant la fusion de fagon stable au triton
X-100 (Fig. 16C droite). Dans ces conditions, I’intégrit¢é de la MPP est rompue, ce qui
explique I’absence de marquage de la surface parasitaire. Par contre, le sérum de lapin anti-
HA permet la détection de la fusion au niveau de structures vésiculaires a 1’intérieur du
parasite (Fig. 16C droite, tétes de fleches blanches) qui ne co-localisent pas avec les GD

comme indiqué par la co-détection de GRAS (Fig. 16C droite, tétes de fleches jaunes).

I1 semblerait donc que SAG1-TM CD46-CD46-HF et CD46-TM CD46-CD46-HF empruntent
une voie vésiculaire distincte des GD a I’intérieur du parasite. A I’oppos¢, I’adressage aux GD
de GRAS nécessite I’expression de la protéine dans le systetme de sécrétion particulier du

Toxoplasme, et pourrait reposer sur des propriétés intrinseques des protéines GRAs.
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Fig. 16 : Chez Toxopiasma, les deux protéines CO46-TM CDAB-CDAE-HF et SAG1-TM CD4B-CD46-HF ermpruntent une
voie wésiculaire différente de la voie des GD, mais seule la protéine SAG1-TM CD46-CD46-HF atteint la surface du
parasite. (& Représentation schématigue de GRAS endogéne et des protéines fusion CO46-TM CD46-CDAG-HF et
SAGT-TM CD46-CD46-HF. L'étiquette HA-FLAG (HF) est indiguée par une étoile. Les annotations et symboles utilisés
sont décrits dans a 1égende de la Figure 1. (B) Immuno-marguage de CO46-TM CD46-CD4B-HF comparé 8 GRAS
endogéne exprimeéss dans des parasites de la souche sauvage RH. GRAS endogéne est détectée 4 I'aide du mab -
GRAS dans des parasites intracellulaires de la souche RH (partie supérieurs). La membrane de la cellule hite et la MYP
sont sélectivernent perméabilisées par traiterment des cellules infectées 3 |a saponine 0,002% dqenn. MCH+MYP, 3
gauche), alors gque I'utilisation du triton #-100 0,1% permet une perméabiisation compléte du systéme Genm. totale, a
droite). Des parasites exprimant de fagon stable CO46-TM CD46-CD46-HF sont margués a l'intérieur de cellules infectées
perméabilisées 3 la saponine (partie inférieure gauche) ou en tant gue parasites extracellulaires perméabilisés au triton X-
100 {padie inférieure droite). Le mab TRAZ-10 et le sérum de lapin o-HA sont utilisés pour 1a détection des domaines Mt
et Ct de la protéine, respectivernent. Dans les parasites extracellulaires, 1a localisation de la protéine de fusion féches
hlanches) est comparée & celle de GRAS endogéne détectée & laide du mab o-GRAS fléches jaunes). (C) Immuno-
détection de SAGT-TM CD4B-CDAB-HF dans des parasites Asag{ intracellulaires (3 gauche) ou extracellulaires (3 droite)
exprimant de fagon stable la protéine de fusion. Dans des cellules infectées perméabilisées 3 la saponine, la fusion est
détectée avec le mAb o-SAG1 gui reconnait le domaine Mt alors gue le sérum o-HA ne recannait pas I'étiquette Ct. Dans
des parasites extracellulaires perméabilisés au triton ¥-100, le sérum o-HA permet 1a détection de la protéine de fusion
iflaches blanches), et GRAS endogéne est détectée grace au mah o-GRAS (fléches jaunes).
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I1- Etude de 1’adressage de GRAS aux GD

Afin de déterminer si un (des) domaine(s) spécifique(s) de GRAS serait responsable de son
adressage particulier aux GD, nous avons comparé le trafic de GRAS a celui de la protéine de
surface parasitaire SAG1-TM CD46-CD46-HF en substituant séquentiellement les domaines
de GRAS par les domaines correspondants de SAG1 ou CD46. Les protéines chiméres
obtenues ont été exprimées de fagon stable dans le parasite, et leurs propriétés ont été¢ étudiées
par les techniques d’immunofluorescence et de fractionnement subcellulaire de parasites

extracellulaires.

II- 1- Role des domaines peptide signal et C-terminal

II- 1- 1- Role du domaine PS dans ’adressage de GRAS aux GD

Toutes les protéines GRAs possédent un domaine N-terminal hydrophobe (Mercier et al.,
2005) dont on suppose qu’il fonctionne comme un PS classique, permettant I’entrée des
GRAs dans la voie de sécrétion. On peut cependant imaginer que ce domaine soit impliqué
dans des interactions spécifiques au niveau du RE qui permettraient de masquer le domaine
TM de la protéine dans la lumieére du RE. Afin de tester cette hypothése, nous avons remplacé
le domaine PS de GRAS par celui de CD46 (construction (PS CD46)-GRAS5-TM GRAS-
GRAS-HF, Fig. 17A) et étudié I’adressage de la protéine de fusion obtenue. Dans des parasites
Agra5 exprimant la fusion de facon transitoire, 1’utilisation du sérum de lapin anti-HA permet
I’obtention d’un signal superposable avec le signal obtenu pour GRA3 endogéne (Fig. 17B
partie supérieure). En comparaison, la co-localisation de GRAS5 endogéne avec GRA3
endogéne dans des parasites sauvages de la souche RH est présentée dans la partie inférieure
de la Fig. 17B. La substitution du PS de GRAS par celui de CD46 ne modifie donc pas
I’adressage de GRAS5 aux GD, ce qui montre que le PS de GRAS n’est pas nécessaire a cet

adressage.
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Fig. 17 & Le domaine PS de GRAS n'est ni nécessaire ni suffisant pour 'adressage auy granules denses. (&)
Feprésentation schématique de GRAS endogéne et des protéines fusion (PS CD4E)-GRAS-TM GRAS-GRAS-HF,
(FS CD46-5AG1-TM CD46-CD46-HF of (FS GRAS-SAGT-TM CD46-CD46-HF. Les annotations et symholes
utilisés sont décrits dans 1a Bgende de la Figure 1. (B) Immuno-localisation de s protéine de fusion (PS CO46)-
GRAS-THM GRAS-GRAS-HF comparée a celle de GRAS endogéne. Des transformants de la souche Agrad gui
expriment transitoirerment 1a fusion sont margués avec e sérum o-HA aprés perméahilisation totale des cellules
infectées au triton ¥-100 0,1% (parie supetieure). GRAZ endogéne est co-détectée avec le mah o-GRAZ. Pour
comparaison, le co-marguage dans la souche RH de GRAS endogéne (détectée avec le mab o-GRAS) et de GRA3
(détectée aves e sérum o-GRAZ) est également présenté (partie inférieure). (C) Localisation des protéines (PS5
SAG1-SAGT- TM CD46-CD46-HF et (PS5 GRAS-SAGT-TM CD46-CD46-HF dans des parasites de la souche
Asagd transfectés transitoirement. Les cellules infectées sont perméahbilisées au triton (3 gauckhe) ou 4 la saponine
(4 droited. Dans ces parasites, le mAb a-SAG1 permet |a détection du domaine Mt des protéines fusion, alors gue le
sérrm o-HA permet de détecter I'étiquette Ct.
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Réciproquement, nous avons substitu¢ le domaine PS de SAGI1 par celui de GRAS dans le
cadre de la fusion SAGI-TM CD46-CD46-HF (construction (PS GRAS)-SAGI-TM CD46-
CD46-HF, Fig. 17A). L’expression transitoire de cette fusion dans des parasites Asag/ permet
la détection de la protéine a la MPP grace au mAb anti-SAG1 dans des cellules infectées
perméabilisées en saponine (Fig. 17C droite). Dans ces mémes cellules, on n’obtient aucun
signal avec le sérum de lapin anti-HA, ce qui indique que la protéine est insérée dans la MPP
avec une topologie de type I. Par perméabilisation de tous les systémes membranaires au
triton X-100, on vérifie que la fusion est détectée avec les deux anticorps mAb anti-SAGI et
sérum anti-HA (Fig. 17C gauche). Ces résultats indiquent que le domaine PS de GRAS n’est

pas suffisant en soi pour détourner une protéine adressée a la surface du parasite vers les GD.

1I- 1- 2- Réle du domaine Ct dans ’adressage et les propriétés biochimiques de GRAS

dans les GD

Si le domaine PS de GRAS5 n’est ni nécessaire ni suffisant pour expliquer 1’adressage de
GRAS aux GD, c’est qu’un autre domaine de la protéine doit étre impliqué dans ce
phénomene. Chez les eucaryotes supérieurs, de nombreux motifs d’adressage sont présents
dans le domaine Ct des protéines transmembranaires de type I (Nishimura and Balch, 1997 ;
Sevier et al., 2000). Chez T. gondii, on a pu identifier des motifs YXX® dans la queue C-
terminale de GRA4 et GRA7, mais ces motifs ne pas reconnus par I’homologue parasitaire de
AP-1 du moins dans le cas de GRA4 (Ngb et al., 2003). Peut-étre existe-t-il dans ces
domaines d’autres motifs, non canoniques ou pas encore connus, qui interviendraient dans

I’adressage spécifique des GRAs aux GD.

II- 1- 2- 1- Nécessité du domaine Ct de GRAS dans ces processus

Pour tester cette hypothése dans le cas de GRAS, nous avons exprimé de fagon stable la
protéine de fusion GRAS-TM GRAS5-CD46-HF (Fig. 18A) dans des parasites de la souche
Agra5. Par immunofluorescence sur des parasites extracellulaires perméabilisés en triton X-
100, on peut observer que la fusion co-localise avec GRA3 dans les GD (Fig. 18B). Les
propriétés biochimiques de la protéine de fusion ont été comparées a celle de GRAS endogene
a partir d’un lysat de parasites extracellulaires de la souche sauvage RH qui expriment de

facon stable la protéine de fusion (Fig. 18C). Par extraction des protéines du lysat au triton X-
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114, on observe que les deux protéines migrent majoritairement dans la fraction D. Quand on
soumet le lysat parasitaire a la procédure de fractionnement cellulaire décrite dans la section
« matériel et méthodes », on observe que la protéine de fusion est présente comme GRAS
endogene dans les fractions solubles (HSS) mais aussi dans les fractions hydrophobes (LSP et
HSP). Le traitement du LSP par différents agents dénaturants débouche sur le méme profil
pour la fusion GRAS-TM GRAS5-CD46-HF et pour GRAS endogéne, puisqu’on observe dans
les deux cas une solubilisation partielle par 1’urée et totale par le NP-40. A 1’opposé, la
protéine soluble GRA1 migre principalement dans la fraction A par extraction au triton X-
114, et est majoritairement associée a la fraction HSS en fractionnement cellulaire (Fig. 18C).
Ces données indiquent que dans les parasites extracellulaires, la substitution du domaine Ct de
GRAS par celui de CD46 ne modifie pas les propriétés biochimiques de GRAS, qui est
présente a la fois sous forme soluble et sous forme d’agrégats hydrophobes dans les GD

(Lecordier et al., 1999).

Le domaine Ct de GRAS n’est donc pas nécessaire pour 1’adressage soluble de la protéine aux

GD.

II- 1- 2- 2- Suffisance du domaine Ct de GRAS dans ces phénoménes

Pour étudier la suffisance du domaine Ct de GRAS dans 1’adressage de la protéine aux GD,
nous avons fusionné ce domaine au domaine Nt de SAGI et au domaine TM de CD46
(construction SAGI-TM CD46-GRAS-HF, Fig. 18A). L’expression stable de cette fusion dans
des parasites de la souche Asag!/ a permis de localiser la protéine a la MPP du parasite (Fig.
18D). En effet, dans des cellules infectées perméabilisées en saponine, la fusion est détectée
au niveau de la surface parasitaire a I’aide du mAb anti-SAG1 alors qu’aucun signal n’est
obtenu avec le sérum de lapin anti-HA. La fusion est donc insérée dans la MPP avec une
topologie de type I, tout comme la fusion SAG1-TM CD46-CD46-HF (Fig. 18D). Les
propriétés biochimiques de ces deux fusions ont été étudiées par analyse d’un lysat de
parasites extracellulaires (Fig. 18E). Par extraction au triton X-114, les deux protéines migrent
dans les fractions D et A. En fractionnement, les deux fusions sont associées exclusivement
aux fractions membranaires (LSP et HSP). L’association des protéines avec la fraction LSP
est dissociée uniquement par traitement au NP-40, ce qui refléte un comportement de
protéine transmembranaire. A I’opposé, les controles GRAS et GRA1 se comportent a la fois

comme des protéines solubles et agrégées, propriétés caractéristiques des protéines de GD
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Fig. 18 : Le domaine Ct de GRAS n'est pas essentiel pour 'adressage aux G0 (&) Représentation schématigue des protéines fusion GRAS-TM
GRAS-CDME-HF , SAGT-TM CD46-GRAS-HF et SAGT-TW CD46-GRAS-HF . Les annotations et symboles uilizés sont décrits dans la légende de la
Figure 1. (B) Des parasites extracelulsires de la souche Agrad oqui expriment de fagon stable GRAS-TM GRAS-CD46-HF sont perméabilizés au
triton ¥-100. La protéine de fusion et GRAZ endogéne sont détectés avec le sérum o-HaA et le makh o-GRAS, respectivement. (2] Profil de solubilité
de GRAS-TM GRAS-CD4E-HF exprimée de fagon stable dans des parasites extracelulaires de la souche RH. Une extraction des protéines
parasztaires au triton X114 permet leur séparation entre un culot insoluble (0, une phase détergent (D) et une phase agueuse (8). Le lyssat
parasitaire est également soumiz & une &tape de centrifugation & basze vitesse pow séparer les débris celulaires (LEP) des protéines solubles
(LSS Par uttracentrifugation de cefte fraction, on obtiert un culat membranaire (HSP) et une fraction ultrazoluble (HZS). Le LSP est soumis au
tratement par des agents dénaturants et les protéines solubiizées (3) sont 2éparées des résidus (P) par utracentrifugation. La protéine de fusion
ezt détectée & l'aide du aérum a-HA, alors gue GRAS et GRAT endogénes sont détectées & M'aide des mab o-GRAS et o-GRA1, respectivement.
(01 Immunodocalization des protéines chiméres SAGT-TM CD46-CDAE-HF et SAG1-TM CD4B-GRAS-HF dans des cellules infectées
perméabilizées soit au triton X-100 (4 gauche) soit & la ssponine (& droite). Les deux coretructions sort exprimées de fagon stable dans des
parastes fsagd, ce qui permet d'utilizer |8 mah o-SA%1 comme anticorps oM. La portion Cf des protéines fusion est détectée & Faide du sérum
u-HA. (E1 Analyse biochimigque des chiméres SAG-Th CD46-CD46-HF et SAG1-TM CD46-GRAS-HF danz des parasites extracelulsires fsagi.
Des transformarts stables sort tratés comme décrits en (C). Les protéines fusion sont détectées & I'side du sérum o-HA, alors gue GRAS et GRAT
endogénes sont détectées & Iaide des mah o-GRAS et o-GRAT, respectivement.
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(Sibley et al., 1995 ; Labruyere et al., 1999 ; Lecordier et al., 1999) (Fig. 18E). Ces analyses
biochimiques indiquent que la fusion SAG1-TM CD46-GRAS-HF se comporte comme une
protéine intégrale de membrane tout au long de son trafic intracellulaire dans le parasite. Le

domaine Ct de GRAS5 n’est donc pas en soit un élément suffisant pour solubiliser une protéine

dans les GD.

II- 2- Role du domaine transmembranaire et du domaine Nt de GRAS dans

I’adressage soluble aux GD

L’implication du domaine TM des protéines transmembranaires dans les processus
d’adressage a été mis-en-évidence par plusieurs études chez les eucaryotes supérieurs
(Bonifacino et al., 1991, Zaliauskiene et al., 2000). Les GRAs transmembranaires présentent
des domaines TM de petite taille (17 a 22 aa), et il a été propos¢ que la taille de ce domaine
serait le critére de ségrégation des protéines destinées aux GD versus celles qui sont destinées
a la surface du parasite (Karsten et al., 2004). Ces travaux faisaient appel a des protéines
fusion composées de la protéine indicatrice BAP (Bacterial Alkaline Phosphatase) combinée

avec différents segments TM et Ct.

Nous avons donc examiné si des caractéristiques particuliéres du segment TM de GRAS

permettraient d’expliquer son adressage soluble aux GD.

II- 2- 1- Influence du TM dans le contexte du Nt SAG1

Les deux fusions SAG1-TM CD46-CD46-HF et SAG1-TM CD46-GRAS-HF (Fig. 18A), qui
présentent le domaine TM de 23 aa de CD46, sont adressées a la MPP dans des clones stables
issus de la souche Asagl/ (Fig. 18D). Pour ¢étudier I’influence du domaine TM dans cet
adressage, nous avons exprimé dans la méme souche la fusion SAGI-TM GRAS5-GRAS-HF
(Fig. 19A), qui présente le domaine TM de 18 aa de GRAS. Dans des parasites
extracellulaires perméabilisés en triton, on observe que cette fusion est adressée aux GD (Fig.
19B partie supérieure), ce qui confirme les résultats publiés (Karsten et al, 2004). Les

propriétés biochimiques de cette fusion dans des parasites extracellulaires ont été étudiées par
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Fic. 19 : Le dormaine Th de GRAS permet I'adressage aux GO dans le contexte du Mt SAGT. (& Représentation schématique
des protéines fusion SAGT-TM CDAB-GRAS-HF et SAGT-TM GRAS-GRAS-HF. Les annotations et symboles utilisés sont
décrits dans |3 lEgende de |3 Figure 1. (B) Comparaison de la localisation de SAGT-TM CDAE-GRAS-HF et SAGT-TM GRAS-
GRAS-HF exprimées de fagon stable dans des parasites Asagy. SAGT-TM GRAS-GRAS-HF est détectée grace au sémnm o-HA,
tandis que GRAS endogéne est marguée grace au mah o-GRAS dans des parasites extracellulaires pemméahilisés au triton #-
100 (partie supérieure). Le domaine Mt de SAGT-TM CD46-GRAS-HF est détecte grice au mab o-SAGT et le domaine Ct
drace au serum d-HA aprés pemnmésbilization de cellules infectées & la saponine (partie inféieura). (C) Profil de solubilité des
chiméres SAG1-TM CD46-GRAS-HF et SAG1-TM GRAS-GRAS-HF exprimées de fagon stable dans des parasites
extracellulaires Asagf. La procedure de fractionnement utilisee est décrite dans la 1égende de la Figure 43, Le serum o-Ha
pemnet la détection des protéines fusion, tandis que les mAb o-GRAS et o-GRAT permettent de détecter les contriles GRAS et
GRA1 endogénes, respectiverment.
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comparaison avec celles de SAGI-TM CD46-GRAS-HF (Fig. 19C). Les deux protéines se
comportent de facon identique lors d’une extraction au triton X-114, puisqu’elles migrent
toutes les deux dans les fractions D et A. Des différences de comportement sont cependant
observées en fractionnement cellulaire : alors que la fusion SAG1-TM CD46-GRAS-HF est
exclusivement associée aux culots membranaires (LSP et HSP), et que I’association au HSP
ne peut étre solubilisée que par le NP-40, SAGI-TM GRAS-GRAS-HF est majoritairement
associée a la fraction soluble HSS. Une fraction de la protéine est associée au LSP,
association qui est solubilisée a la fois par 1'urée et par le NP-40. Ce profil ressemble
fortement a celui observé pour le controle GRA1. A I’opposé de SAGI-TM CD46-GRAS-HF
qui posséde les propriétés biochimiques d’une protéine intégrale de membrane, SAG1-TM
GRAS5-GRAS-HF est donc a la fois présente sous forme soluble et sous forme d’agrégats, ce
qui est caractéristique des protéines GRAs (Sibley et al., 1995 ; Labruyere et al., 1999 ;
Lecordier et al., 1999).

Ces résultats démontrent que dans le contexte du domaine Nt de SAGI, la longueur du

domaine TM intervient dans 1’adressage soluble aux GD versus a la MPP.

II- 2- 2- Influence du TM dans le contexte du Nt GRAS

II- 2- 2- 1- Résultats de transfection transitoire

Afin de valider ce résultat dans le contexte du domaine Nt de GRAS, nous avons congu des
protéines chimériques dérivées de GRAS présentant le domaine TM de CD46. Les
constructions GRAS5-TM CD46-GRAS, GRAS-TM CD46-GRAS-HF et GRAS-TM CD46-
CD46-HF (Fig. 20A) ont été transfectées transitoirement dans des parasites de la souche
Agra5. Dans des cellules infectées perméabilisées en saponine, nous avons pu observer que
les deux fusions GRAS-TM CD46-GRAS-HF et GRAS-TM CD46-CD46-HF ¢taient adressées
a la MPP (Fig. 20B droite). L’utilisation de constructions étiquettées permet de préciser que
cette insertion présente une topologie de type I, puisque la partie Nt est reconnue par le mAb
anti-GRAS tandis que I’étiquette Ct est inaccessible au sérum de lapin anti-HA (Fig. 20B
droite). La construction non étiquettée GRAS-TM CD46-GRAS présente également cette
insertion dans la MPP. De facon inattendue, nous avons également observé que les fusions

GRAS5-TM CD46-GRA5-HF) et GRAS5-TM CD46-CD46-HF ¢taient adressées aux GD dans
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Fig. 20 = Le domaine Mt de GRAS constitue un facteur prédominant de 'sdressage soluble aux GO (& Représentation
schématiqgue de GRAS endogéne et des fusions GRAS-TM CD4B-GRAS et GRAS-TMCDBE-GRAS. Les annotations utilisées sont
décrites dans la légende de la Figure 1. (B) Séguence des domaines transmembranaires de GRAS, CD46 et CDE. ()
Localisation des fusions GRAS-TM CD4B-GRAS et GRAS-TM CDB-GRAS exprimées de fagon stable dans des parasites Agrad,
en comparaison & la localisation de GRAS endogéne dans des parasites sauvages RH. Les cellules infectées sont
perméabilisees totalement au triton ¥-100, puis les protéines fusion et GRAS endogéne sont détectées grace aumab o-GRAS.
Leur localisation est comparée a celle de GRAZ endogéne détectée grace au sérum o-GRAZ. (D) Comporterment biochimigue
de GRAS-THM CD4B-GRAS et GRAS-TM CDE-GRAS dans des parasites extracellulaires. Des transformmants stables sont soumis
a la procédure de fractionnement décrite dans la [égende de la Figure 45, Les fractions sont analysées a I'aide du mab o-
GRAS, et le comporterment des protéines fusion est comparé & celui de GRAS endogéne issue de la souche RH.

0-GRAS o-HA
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des parasites extracellulaires (Fig. 20B gauche). Or, les protéines délivrées a la surface ne
semblent pas transiter par la voie des GD (Fig. 16C). Nous avons déduit de ces résultats qu’en
transfection transitoire, les fusions GRAS5-TM CD46-GRAS5-(HF) et GRAS5-TM CD46-CD46-
HF présentent un mécanisme d’adressage double, aux GD d’une part et a la MPP d’autre part.
La présence du domaine TM de CD46 exerce donc une certaine influence sur 1’adressage de
ces protéines, qui sont partiellement insérées dans la MPP, mais il semblerait que le domaine

Nt de GRAS contienne un signal contradictoire qui tend a entrainer les fusions vers les GD.

II- 2- 2- 2- Résultats obtenus sur les clones stables

L’expression stable des protéines est la méthode de choix pour étudier les événements
moléculaires qui les concernent. Afin d’étudier I’influence du domaine TM dans le cadre du
Nt GRAS, nous avons donc obtenu des transformants stables de la souche Agra5 qui
expriment des constructions dérivées de GRAS présentant différents domaines TM. Nous
avons substitué le domaine TM de 18 aa de GRAS par celui de CD46 (23 aa) ou de CD8 (27
aa), de fagon a obtenir les fusions GRAS-TM CD46-GRAS et GRAS5S-TM CD8-GRAS (Fig.
21 A, B). Dans des cellules infectées perméabilisées en triton, les deux protéines sont
adressées a la voie des GD (Fig. 21C). Quand les cellules sont perméabilisées a la saponine,
aucun signal n’est obtenu avec le mAb anti-GRAS a la surface du parasite. Ce résultat est
conforme aux observations de transfection transitoire réalisées pour GRAS-TM CDS-GRAS,
mais pour GRAS5-TM CD46-GRAS5 on observe une perte du marquage de surface lorsque

I’expression de la protéine est stabilisée.

Des expériences de fractionnement cellulaire a partir de parasites extracellulaires ont permis
de montrer que les deux protéines se comportent comme GRAS5 endogene d’un point-de-vue
biochimique (Lecordier et al., 1999) : 1) elles sont majoritairement associées a la fraction D
apres extraction au triton X-114 et ii) elles sont présentes sous forme soluble (HSS) mais aussi

sous forme d’agrégats hydrophobes qui ne sont solubilisés que par le NP-40 (Fig. 21D).

Ces résultats démontrent I’importance du domaine Nt dans 1’adressage soluble aux GD. Bien
que nous ayons montré¢ que dans le contexte du domaine Nt de SAGI, la longueur du TM
constitue un facteur déterminant de 1’adressage soluble aux GD, nos résultats indiquent que la

présence du domaine Nt de GRAS prédomine sur I’influence du domaine TM. Ce domaine
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Fig. 21 : Double adressage des protéines fusion GRAS-TM CD4B-GRAS-HF et GRAS-TM CD4B-CD4E-HF en
immunofluorescence. Des parasites de la souche AgraS exprimant transitoirerment les protéines sont margueés en tant
fue parasites extracelllaires pemméakilisés au triton (& gauche), ou intracellulaires aprés pemméabilization des cellules
infectées 3 la saponine (3 dmite). Le mAb o-GRAS est utilisé comme anticorps anti-pt et le sérum o-HA comime

anticorps anti-Ct. GRAZ endogéne est co-détectée & 'side dumab o-GRAZ.
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contient probablement un ou des signaux d’adressages qui permet(tent) la solubilisation a la

fois de GRAS endogene et de protéines fusions dérivées de GRAS dans les GD.

I11- Etude de I’adressage sélectif des protéines GRAs dans la vacuole

Apres leur transit dans les GD, les protéines GRAs sont sécrétées sous formes solubles dans
I’espace de la vacuole. GRAL1, qui ne contient pas de domaine d’association membranaire, est
le seul exemple de protéine GRA soluble. Les autres GRAs sont sélectivement adressées aux
membranes du RNM (GRA2, 4, 6, 9) ou a la MVP (GRA3, 5, 7, 8). Parmi ces protéines,
certaines se comportent biochimiquement comme des protéines intégrales de membrane
(GRA3, 5, 6, 7). Les bases de cette insertion membranaire post-sécrétoire sélective ont été
¢tudiées par substitution des domaines de GRAS5 et GRA6 et étude des propriétés des

protéines chimériques obtenues.

III- 1- Adressage et insertion membranaire de GRAS dans la MVP

I1I- 1- 1- Importance des domaines PS, TM et Ct dans ce phénomeéne

Si le domaine PS des protéines GRAs est bien clivé lors de I’entrée dans le réticulum
endoplasmique comme on le suppose, il ne devrait pas intervenir dans 1’adressage post-
sécrétoire de ces protéines. Afin de vérifier cela, nous avons exprimé de fagon transitoire la
fusion (PS CD46)-GRAS-TM GRAS5-GRAS-HF (Fig. 17A) dans des parasites de la souche
Agra5. Des cellules infectées ont ét¢ perméabilisées sélectivement a la saponine, de facon a
permettre le marquage des structures vacuolaires (Fig. 22). Dans ces cellules, la fusion (PS
CD46)-GRAS5-TM GRAS5-GRAS-HF co-localise avec GRA3 au niveau de la MVP (Fig. 22
partie inférieure). Pour comparaison, la co-localisation de GRAS5 endogéne avec GRA3
endogene est présentée dans des parasites sauvages de la souche RH (Fig. 22 partie
supérieure). Ces résultats permettent d’exclure un réle du domaine PS de GRAS5 dans

I’adressage a la MVP.
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F'hase o-GRAS  o-GRA3 superposition

(PS5 GRAS)-GRAS-TM GRAS-GRAS

(iP5 CD46)-GRAS-TM GRAS-GRAS-HF

Fig. 22 : Le domaine PS de GRAS n'est pas nécessaire a 'adressage post-sécrétoire de la proteine & la MWPF.
La fusion (P2 CD4AB)-GRAS-TM GRAS-GRAS-HF est exprimée de fagon transitoire dans des parasites de Ia
souche Agrad Des cellules infectées permeabilizées 3 la saponine sont marguees par le sérum a- HA pour
detecter la chimere, tandis que GRA3S endogene est detectee avec le mAb o- GRAS (partie supérieure). Four
comparaison, la co-localisation de GRAS endogéne (détectee avec le mAb o- GRAS) avec GRAJ (détectée
avec le sérum o- GRAZ) au niveau de la MYF est presentée dans des cellules infectées par des parasites de
la souche RH (partie inférieure).
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Les résultats de cette étude ainsi que des résultats précédemment publiés (Karsten et al.,
2004) ont montré que le domaine TM des protéines GRAs intervenait dans 1’adressage soluble
aux GD. Pour déterminer si ce domaine joue également un rdle dans les phénoménes post-
sécrétoires, nous avons comparé les propriétés des fusions GRAS-TM CD8-GRAS5 et GRAS-
TM CD46-GRAS (Fig. 21 A, B) dans la vacuole (Fig. 23). Des transformants stables dérivés
de la souche Agra5 ont été utilisés pour infecter des cellules HFF, qui ont ensuite été
perméabilisées a la saponine. La détection des protéines chiméres avec le mAb anti-GRAS
procure un signal qui superpose avec celui obtenu pour GRA3 endogéne a la MVP (Fig. 23A),
ce qui indique que I’adressage de GRAS a la MVP ne dépend pas de particularités de son
domaine TM. Afin de préciser le comportement biochimique de ces fusions dans la vacuole,
le matériel vacuolaire issu de cellules infectées a été séparé en une fraction soluble (HSS) et
une fraction membranaire (HSP). Comme GRAS5 endogene, les protéines fusions sont
exclusivement associées au HSP. Cette association est résistante au traitement par I’urée mais
elle est solubilisée par le NP-40 (Fig. 23B). Ces résultats montrent que le domaine TM de
CD8 ou de CD46 permet non seulement 1’adressage mais aussi I’insertion de GRAS dans la
MVP. Les propriétés post-sécrétoires particulieres de GRAS ne dépendent donc pas de son

domaine TM.

Pour étudier le role potentiel du domaine Ct de GRAS dans ce phénomeéne, la protéine de
fusion GRAS-TM GRAS5-CD 46-HF (Fig. 18A) a été exprimée de fagon stable dans des
parasites de la souche Agral, et ses propriétés d’adressage dans la vacuole ont été examinées.
La fusion co-localise avec GRA3 endogeéne au niveau de la MVP (Fig. 23A). Quand on
perméabilise de facon sélective la membrane des cellules infectées a la digitonine (Lecordier
et al., 1999), on observe que la MVP n’est pas marquée par le sérum de lapin anti-HA, alors
que dans les mémes conditions on observe un liseré correspondant a la MVP avec le mAb
anti-GRAS (qui reconnait le domaine Nt de GRAS ; Lecordier et al., 1999) (Fig. 23C). Ces
données montrent que GRAS5-TM GRAS-CD46-HF est insérée dans la MVP avec le domaine
Nt dans le cytoplasme de la cellule-hdte. Cette orientation est la méme que celle obtenue pour
le contréle GRAS-TM GRAS-GRAS-HF (Fig. 23C) (Lecordier et al., 1999), ce qui permet de
conclure que le domaine Ct de GRAS n’a pas de rdle essentiel pour I’intégration de la

protéine dans la MVP.
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Fig. 23 : Mi le domaine TH 1d le domaine Ct de GBEAS ne sont ipligués dans Uinsertion de la protéine dans la MVE. (&) Irrouno-
localisation de GRAS-THW CD46.5RAS, GRAS-TH CDE-GRAS et GRAS-TH GRLS-CDEE-HF 4 Uintéreur de la vacuole. Des cellules
HFF sont infectées soit par des parasites de la souche sawrage FH, soit par des parasites Agrad gqui expritnent de fagon stable les protéines
chiméres, et perméahilisées de fagon sélecttve 4 la saponine. Le mbh 0-GFAS permet de marguer 4 1a fois GRAS endogéne et les protéines
fusion. Le co-marguage GRAT est obtern grice an sérum 0-GFA3. (B) Profil de solubilité de GRAS-TI CD448-GRAS et GRAS-TH CDE-
FH& 5 sracuolaires, par rapport 4 celul de GRAS endogéne. Des cellules sont infectées sur la ruit par des transformants stables dérmeés de la
sonche Agrad. Aprés élirnination des parasites intracellulaires, les memwbraves (H5P) sont séparées des protéines solubles (HS5) par une
étape de centrifugation 4 haute vitesse. Le HSP est traité par différents agents dénaturants, et les culots membranaires (F) sont séparés des
fractions solubles (5} par ure seconde centrifugation & hante witesse. Les fractions sont analysées & Paide du mbh o-GEAS () Etude de
la topologie de GEAS-TH GRL5-CD46-HF dans la WVE (partie supériere) par rapport 4 celle de GRAS-TW GRAS-GRASHF (partie
inférieure). Des cellules infectées aver des parasites Merad qui expriment de fagon stable s protéines chiméres sont perméabilisées 4 la
digitorane 0.002%. Le mbh 0—GFAS et 1o sénum 0-Hb sont whilisés en tant gqu’anticoms o-Ht et 0-Ct, respectiverment.
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III- 1- 2- Importance du domaine Nt dans ’insertion membranaire post-sécrétoire de

GRAS

Aprées avoir €éliminé un role potentiel des segments PS, TM et Ct de GRAS dans I’adressage
post-sécrétoire de la protéine a la MVP, nous nous sommes intéressés a I’importance du
domaine Nt dans ce phénomene. Dans un premier temps, afin de déterminer si ce domaine est
suffisant pour adresser une protéine a la MVP, nous avons exprimé de facon stable la fusion
GRAS-TM CD46-CD46-HF (Fig. 20A) dans des parasites de la souche Agra5 (Fig. 24A).
Dans des cellules infectées perméabilisées en saponine, le sérum anti-HA permet le marquage
de la MVP, qui superpose avec celui obtenu pour GRA3 (Fig. 24B). Le fractionnement
cellulaire de cellules infectées montre que la fusion est effectivement associée a la fraction
membranaire (HSP) (Fig. 24C). Les propriétés d’association de la fusion avec le HSP sont
différentes de celles observées pour GRAS endogene : alors que la protéine endogene se
comporte typiquement comme une protéine intégrale de membrane, 1’association de la fusion
GRAS-TM CD46-CD46-HF au HSP est partiellement déplacée par 1’urée et par le NP-40.
L’association de la protéine a la MVP reposerait donc a la fois sur des liaisons de type
hydrogéne et sur des liaisons hydrophobes. Si le domaine Nt de GRAS ne parait donc pas
capable a lui tout seul de médier I’insertion stable d’une protéine transmembranaire dans la
MVP, il est cependant suffisant pour permettre 1’association de ce type de protéines avec la
MVP.

Dans un second temps, nous avons cherché a déterminer si ce domaine était nécessaire pour
I’insertion dans la MVP. Des transformants de la souche Asag/ qui expriment de fagon stable
la fusion SAG1-TM GRAS-GRAS-HF (Fig. 24A) ont été utilisés pour répondre a cette
question. De fagon inattendue, nous avons obtenu un marquage de I’espace vacuolaire avec le
sérum de lapin anti-HA, qui superpose avec le signal obtenu pour GRA1 (Fig. 24B). Des
analyses biochimiques de la fraction vacuolaire de cellules infectées ont révélé que la fusion
SAGI-TM GRAS-GRAS-HF est présente uniquement dans la fraction HSS, comme le
controle soluble GRAT1 (Fig. 24D). Le domaine Nt de GRAS5 est donc bien nécessaire pour

I’insertion membranaire de la protéine dans la MVP.
Des études antérieures ont montré que les régions flanquantes du TM pouvaient jouer un rdle

a la fois dans I’adressage et la solubilit¢ des protéines transmembranaires (Rayner et al.,

1997). Dans le contexte de la fusion SAG1-TM GRAS5-GRAS-HF, I’absence de la région Nt
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Fig. 24 : Le domaine Mt de GRAS est 4 la fois suffisant et nécessaire pour 'association a la MYP. (&) Représentation
schematigue des protéines fusion GRAS-TM CD46-CD46-HF, SAG1-TM GRAS-GRAS-HF et SAG1-3aa-TM GRAS-GRAS-HF.
Le rectandle 3 rayures jaunes représente les 8 aa de GRAS qui flanguent le domaine T du cdté Mt (B Immuno-localisation
de GRAS-TM CD46-CD46-HF exprimée de fagon stable dans des parasites Agrad, et des fusions SAG1-TM GRAS-GRAS-HF
et SAG1-Baa-TM GRAS-GRAS-HF exprimees de fagon stable dans des parasites Asagf. Des cellules infectees sont
pemmeéabilisées de fagon sélective 4 la saponine, Les protéines de fusion sont détectées avec le sérum o-HA, et GRAZ ou
GRA1 endogénes sont detectées avec les mab 0—GRA3 et 0—GRA1, respectiverment. (C) Analyse par fractionnement
cellulaire de GRAS-TM CDAB-CDAE-HF vacuolaite. Des cellules HFF infectées sur la nuit avec un mutant Agead gqui exprime
de fagon stable la protéine de fusion sont traitées comme decrit dans la 1égende de la Figure 9B. Le maAb o-GRAS permet la
détection de la protéine de fugion. En contrile, GRAS endogéne est détectee 3 'aide du maAb o-GRAS dans des parasites RH
soumis 4 la méme procédure. (D0 Analyse de solubilité SAGT-TM GRAS-GRAS-HF et SAG1-Baa-TM GRAS-GRAS-HF
vacuolaires. Les deux protéines fusion sont détectées 3 laide du sérum o—HA, alors que GRAS et GRAT endogénes sont
détectées aver les mah t—GREAS et t—GRA1, respectivernent.
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de GRAS adjacente au TM pourrait expliquer la solubilisation observée dans ’espace de la
vacuole. Pour étudier cette possibilité, nous avons exprimé de fagon stable dans la souche
Asagl la construction SAG1-8aa-TM GRAS5-GRAS-HF, qui contient les 8 aa proximaux du
TM du coté Nt (Fig. 24A). Cette fusion est adressée aux GD (Fig. 26A), et est détectée dans
I’espace vacuolaire (Fig. 24B) sous forme soluble (Fig. 24D). Ces résultats indiquent que les
propriétés particuliéres du domaine Nt de GRAS ne reposent pas sur la région Nt flanquante

du TM.

En résumé, nos données démontrent que le domaine Nt de GRAS est a la fois nécessaire et
suffisant pour 1’adressage de la protéine a la MVP. Ce domaine contient donc un signal
d’adressage a la MVP, qui n’est pas inclus dans 1’environnement Nt proximal du domaine

TM.

III- 2- Adressage de GRA6 aux membranes du RNM

Afin de déterminer si les résultats obtenus pour GRAS pouvaient étre étendus a une autre
protéine GRA transmembranaire, nous avons construit un jeu de protéines chiméres qui
présentent des domaines spécifiques de GRA6, une protéine ciblée aux membranes du RNM.
Nous avons pu ainsi étudier la sélectivité du processus d’adressage des protéines GRAs aux

différents systémes membranaires de la VP.

III- 2- 1- Suffisance du domaine Nt de GRA6 pour P’insertion dans les membranes du

RNM

Des parasites Agra6 qui expriment de fagon stable la construction GRA6-TM CD46-CD46-HF
(Fig. 25A) ont ¢été obtenus. La protéine est adressée a la voie des GD (Fig. 26B), et est
sécrétée dans 1’espace de la vacuole, ou elle co-localise avec GRA2 (Fig. 25B). Par
fractionnement cellulaire de cellules infectées, on observe que la protéine est présente a la fois
dans les fractions solubles et membranaires, comme GRA6 endogeéne (Labruyere ef al., 1999)
(Fig. 25C). GRA6-TM CD46-CD46-HF est donc au moins partiellement associée aux

membranes du RNM. Cette association est en partie solubilisée par ['urée et par le NP-40, ce

83



A

=1 Mt Th Ct
GRAS-TM GRAG-GRAG [cras] |cras] |
19 aa
GRAG-TM CD46-CD46-HF | Gras| : [ coas| coas 33)] Y
2iaa
SAG1-TM GRAG-GRAB HF | saG1| | ras | xe
19 a3

B C

GRAG-TM GRAG -GRAG HSP
Fhase o-GRAR o-GRAZ superposition Tris Urée HP-40
- B4 HSPHSS P 5 P S P &
% ¥ GRAG-TM GRAG-GRA6 | = = = =m =|
PP
e 4RI | GRAG-TM CD46-CD46-HF | e — — — o |
GRAG-TM CD46-CD46-HF
Phase o-GRAB o-GRAZ superposition
; HSP HSS
SAG1-TM GRAG-GRAG HF SAG1-TM GRAG-GRAG HF —
Phase -HA, a-GRA1 superposition
Ty - salh GRA1 —
GRAS —

Fig. 25: Le domaine Mt de GRAG est responsable de 'association de la protéine au MRM. (& Représentation schématique de
GRAG endogéne et des protéines fusion GRAGB-TM CD4B-CD4B-HF et SAGT-TM GRAB-GRAB-HF. Les annotations et
symboles utilisés sont décrits dans la légende de |a Figure 1. (B) Immuno-localisation de GRAB-TM CD46-CD46-HF exprimée
de fagon stable dans des parasites Agraf et de SAGT-TM GRAB-GRAB-HF exprimée de fagon stable dans des parasites
Asagt. Aprés perméabilisation 4 la saponine de cellules infectées sur la nuit, GRAB-TM CD46-CD46-HF est détectée 4 'aide
du sérum o—GRAR, et SAGT-TM GRAB-GRAB-HF 3 I'aide du sérum o—HA. GRAZ et GRA1 endogénes sont détectées 4 'aide
des mAb t—GRAZ et t—GRA1, respectivernent. En comparaison, GRAE et GRAZ endogénes sont détectées dans la souche
sauvage RFH & l'side du sérum o—GRAG et du mab o—GRAZ, respectivernent (partie supérieure). (C) Comporternent
biochimigue de GRAB-TM CD46-CD46-HF vacuolaire exprimée de fagon stable dans des parasites Agraf. Des cellules
infectées sont traitées comme décht dans la Egende de la Figure 98. En contréle, des parasites BH sont traités de 3 méme
fagon. Le sémum o-GRAG pemmet a la fois de détecter la protéine de fusion et GRAG endogéne. {9 Profil de solubiité de
SAGT-TMW GRAB-GRAB-HF dans la vacuole. Des cellules sont infectées par un transformant stable dénvé de la souche Asagd,
et traitées comme décrit dans la légende de la Figure 98. Le profil obtenu pour la protéine de fusion avec e sérum o-HA est
cormpare aux profils ohteno pour GRAT favec le mah o—GRATY et GRAS (avec le mah t—GRAS).
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qui montre qu’elle repose a la fois sur des liaisons hydrogeénes et hydrophobes (Fig. 25C).
Méme si le mode d’association de GRA6-TM CD46-CD46-HF aux membranes du RNM
différe de I’insertion transmembranaire de GRAG6 dans ces membranes, nos résultats

permettent de conclure que le domaine Nt de GRAG6 est responsable de cette association.

III- 2- 1- Nécessité du domaine Nt pour ’insertion membranaire post-sécrétoire de

GRAG6

La substitution du domaine Nt de GRA6 par celui de SAG1 dans le contexte de GRA6
endogéne a ¢été réalisée (construction SAGI-TM GRA6-GRAG6-HF, Fig. 25A). Exprimée de
facon stable dans des parasites Asagl, la protéine de fusion emprunte la voie des GD (Fig.
26C) avant d’étre sécrétée dans I’espace vacuolaire (Fig. 25B). A I’intérieur de la vacuole, la
protéine est entierement solubilisée (Fig. 25D). Le domaine Nt de GRA6 est donc nécessaire a

I’association sélective de la protéine aux membranes du RNM.

Par substitution avec le domaine Nt de SAGI, nous avons démontré que le domaine Nt de
deux protéines GRAs transmembranaires (GRAS et GRA6) est nécessaire a I’insertion
membranaire post-sécrétoire de ces protéines dans la VP. Lorsque 1’on fusionne ces domaines
avec le TM et le Ct d’une protéine transmembranaire de mammifére, on observe 1’association
sélective des protéines a la MVP (dans le cas du Nt GRAS) ou aux membranes du RNM (dans
le cas du Nt GRAG6). Ces résultats démontrent que le domaine Nt des protéines GRAs
transmembranaires constitue un élément essentiel dans le tri post-sécrétoire de ces protéines

vers leurs domaines membranaires respectifs.
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Fig. 26 : Adressage aux GD de SAG1-8aa-Th GRAS-GRAS-HF, GRAB-TM CDAG-CD46-HF et SAGT-TM
GRAB-GRAB-HF dans des parasites extracellulaires. Des parasites AgraG exprimant GRAB-TM CD4B-CDAB-
HF ou des parasites fsagd exprimant les constructions deérivées de SAGT sont permeéabilisés au triton x-100,
puis incubés avec le sérum o- GRAS pour la détection de GRAB-TMW CD46-CO45-HF ou le sérum a-HA pour
la détection des chiméres dérivees de 3AG1. La co-détection de GRA3 (a l'aide du mAb o-GRAT) ou GRAS
(a l'aide du mAb o-GRARL) est présenteée.

SAG1 8aa-TM GRAS -GRAS-HF
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I1I- 3- Fusions GRAS/GRA6

Les protéines fusion utilisées dans cette étude étaient basées sur les protéines SAG1 et CD46,
qui sont de taille beaucoup plus importante que les protéines GRAs. De plus, la protéine de
mammiféres CD46 est susceptible de présenter des modifications post-traductionnelles qui ne
peuvent pas étre réalisées chez le Toxoplasme, ce qui pourrait modifier ses propriétés de
sécrétion. Pour confirmer les résultats obtenus dans un contexte plus physiologique, nous
avons fusionné le domaine Nt de GRAS avec le TM et Ct de GRAG6 (construction GRAS5-TM
GRA6-GRAG6-HF, Fig. 27A) et inversement le domaine Nt de GRA6 a été fusionné avec les
domaines TM et Ct de GRAS5 (construction GRA6-TM GRAS5-GRAS-HF, Fig. 27A). Ces
deux fusions ont ét¢ exprimées de facon stable dans des parasites Agra’ et Agraé,
respectivement. Par immunofluorescence sur des cellules infectées, on observe que la fusion
GRAS-TM GRA6-GRAG-HF est adressée a la MVP, alors que la fusion GRA6-TM GRAS-
GRAS-HF est localisée dans 1’espace de la vacuole. En raison du faible niveau d’expression
des protéines chiméres, il n’a pas été possible de réaliser d’analyses biochimiques sur les
formes vacuolaires de ces fusions. Cependant, les propriétés d’adressage observées en
immunofluorescence concordent avec les résultats obtenus jusqu’alors : le domaine Nt de
GRAS est suffisant pour adresser GRA6 a la MVP, tandis que le domaine Nt de GRA6 permet
I’adressage de GRAS aux membranes du RNM.

En résumé, nos résultats démontrent 1’importance cruciale du domaine Nt des protéines GRAs
transmembranaires (GRAS et GRA6 dans cette étude) dans leurs propriétés de sécrétion. Ce
domaine est impliqué non seulement dans la solubilisation de ces protéines au sein des GD,

mais surtout au niveau de leur adressage post-sécrétoire sélectif dans la vacuole parasitophore.
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Fig. 27 : Analyse par immunofluorescence des fusions GRAS-TM GRAB-GRAB-HF et GRAB-TM GRAS-
GRAS-HF dans des parasites de la souche Agrad ou Ageaf, respectivernent. Aprés perméabilisation des
cellules infectées 4 la saponine, les protéines GRAS-TM GRAB-GRAB-HF et GRAG-TM GRAS-GRAS-HF

sont detectées avec le serum o- HA et o- GRAEB respectivement, tandis que GRA3 et GRAY endogénes sont
detectées avec les mAb o- GRAT et o- GRAZ,
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Ce travail s’inscrit dans le cadre de I’étude de la biogénése des GD et de la VP de T. gondii.
Les analyses moléculaires et biochimiques de ces deux compartiments sont rendues difficiles

par I’absence de méthodologie permettant de les purifier.

A la fin de I’invasion, la VP est maturée en un compartiment métabolique fonctionnel suite a
la sécrétion du contenu des GD. La VP mature posséde donc une origine mixte, a la fois
parasitaire et cellulaire : les lipides de la MVP proviennent majoritairement de la membrane
plasmique de la cellule hote, alors que la plupart des protéines membranaires sont exclues lors
du passage a travers la jonction mobile. La MVP et les tubules du RNM sont donc
principalement constitués de protéines d’origine parasitaire, dont les protéines GRAs. Parmi
ces protéines, certaines sont insérées de fagon stable dans les membranes de la VP. Le
mécanisme par lequel des protéines transmembranaires sont sécrétées au-dela de la membrane
plasmique du parasite et adressées spécifiquement aux différents compartiments de la VP est
inconnu. Par I’expression de protéines chimériques dérivées de la protéine modele GRAS,
nous avons disséqué les déterminants moléculaires qui permettent le trafic des protéines
GRAs TM au sein des GD parasitaires, puis leur insertion post-sécrétoire dans les membranes
de la vacuole. Nous avons démontré que le domaine Nt de ces protéines est essentiel dans les

processus de sécrétion et d’adressage membranaires particuliers de ces protéines.
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I- Comparaison des deux systémes d’expression Toxoplasme versius

cellule de mammifere

La cellule de Toxoplasme présente un appareil de sécrétion hautement spécialisé, caractérisé
par la présence d’un jeu de trois organites de sécrétion singuliers que sont les micronémes, les
rhoptries et les GD. A I’inverse, les cellules de mammiféres HEK 293-T ne présentent pas de
voie de sécrétion régulée. En 1’absence de tout signal de tri, les protéines transmembranaires
sont adressées a la membrane plasmique par la voie vésiculaire de sécrétion constitutive. La
comparaison de ces deux systemes d’expression a été réalisée par I’expression d’une protéine
propre a un systéme dans I’autre systéme. Cette approche a permis de démontrer que le trafic
particulier des protéines GRAs est inhérent au systéme sécrétoire de 7. gondii et dépend des

propriétés intrinseques du domaine Nt de ces protéines.

I- 1- Les propriétés particuliéres de sécrétion des protéines GRAs sont

propres au parasite

L’expression transitoire de la protéine GRAS dans les cellules HEK 293-T suivie de I’étude sa
localisation et de ses propriétés biochimiques a révélé que GRAS se comporte comme une
protéine intégrale de la membrane plasmique dans les cellules de mammiféres. Comme le
contrdle de protéine de surface CDA46, elle adopte une topologie de type I : elle s’insere dans
la membrane du RE avec son domaine Nt c6té lumiére du RE, et garde cette conformation
tout au long de la voie de sécrétion, jusqu’a la fusion avec la membrane plasmique qui permet
I’exposition du domaine Nt a I’extérieur de la cellule. Ces données ont été complétées par
I’¢tude du comportement de la protéine GRA7 dans les cellules HEK : GRA7 adopte
¢galement une conformation transmembranaire dans ce systéme d’expression avec une
topologie de type I. A I’inverse, la protéine soluble de toxoplasme GRA1 semble se
comporter comme une protéine soluble cytoplasmique en cellules de mammiféres, malgré la
présence d’un peptide signal dans la séquence de GRAI. Le fort niveau d’expression de la
protéine pourrait étre responsable d’un phénomene de fuite vers le cytoplasme. L’éventuelle

sécrétion de GRA1 dans le surnageant de culture des cellules HEK aurait pu étre testée en
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immunoblot afin de confirmer que le peptide signal de la protéine est fonctionnel dans ce type
cellulaire.

Chez les eucaryotes, la voie constitutive de sécrétion qui permet 1’adressage des protéines
transmembranaires a la surface des cellules constitue la voie par défaut pour ces protéines. Il
semble donc que GRAS et GRA7 ne présentent aucun motif d’adressage ou de rétention qui
soit reconnu par la machinerie de tri des cellules de mammiféres, et suivent la voie de
sécrétion par défaut jusqu’a la surface. GRAS et GRA7 présentent des domaines TM de
différentes longueurs (18 aa pour GRAS et 22 aa pour GRA7). Malgré le court TM de GRAS,
il semblerait que la protéine soit efficacement insérée dans les systémes membranaires de la

cellule dés le stade du RE.

Chez T. gondii, GRAS est adressée a la voie des GD, au sein desquels elle est retrouvée a la
fois sous forme soluble et agrégée (Lecordier et al., 1999). Elle ne s’associe pas a la
membrane des GD, comme le montrent les données de la microscopie électronique (Lecordier
et al., 1999). Dans les cellules de mammiferes a sécrétion régulée, 1’agrégation des protéines
est 'un des mécanismes clé d’adressage aux granules de sécrétion régulés denses aux
¢lectrons (voir la revue de Dikeakos et al., 2007). 1l a été décrit que I’expression de protéines
de granules de sécrétion permet 1’apparition de vésicules cytoplasmiques contenant des
agrégats, y compris dans des cellules qui ne possédent pas de systeme de sécrétion régulée.
C’est le cas de la sécrétogranine II ou du précurseur de la vasopressine exprimées dans les
cellules HEK 293-T (Beuret et al., 2004). Or, la résistance a ’urée observée pour GRAS
exprimée en cellules HEK 293-T semble indiquer que cette protéine ne forme pas d’agrégats
dans ce systéme cellulaire. Les facteurs qui permettent I’agrégation de GRAS dans les GD de

Toxoplasma seraient donc propres au parasite.

Les mécanismes mis en place pourraient intervenir au niveau du RE en empéchant I’insertion
des protéines GRAs TM dans la membrane. Cependant, les mécanismes du trafic dans le
systéme sécrétoire précoce étant trés conservés dans 1’évolution, il serait plus vraisemblable
que les protéines GRAs s’insérent dans la membrane du RE chez le Toxoplasme comme dans
les cellules de mammiféres. Nos résultats concernant la localisation de surface de GRAS en
HEK 293-T confirment cette hypothése. De plus, Karsten et al. ont pu déterminer une
topologie de type I pour GRA4 exprimée in vitro dans un systéme de lysat de réticulocytes de

lapin et de microsomes canins (Karsten et al., 2004). Ces données laissent supposer que les
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GRAs TM s’insérent in vivo dans la membrane du RE, et que leur solubilisation interviendrait

plus tardivement dans la voie de sécrétion du Toxoplasme (voir Fig. 30).

Afin de compléter les résultats obtenus dans les HEK 293-T, nous avons tenté d’exprimer
GRAS dans une lignée de cellules eucaryotes qui posséde un systeme de sécrétion régulée. La
lignée de cellules hypophysaires ATt20 (ATCC-1795) est la lignée de référence pour les
¢tudes sur les voies de sécrétion eucaryotes endocrines et exocrines (Gumbiner et al., 1982 ;
Moore et al., 1983). Ces expériences ont été réalisées en fin de thése, or ces cellules ont
tendance a former des paquets peu adhérents ce qui rend leur culture difficile. En raison de
ces difficultés, les essais de transfection et d’immunofluorescence menés ont été peu
concluants. Une meilleure maitrise des techniques de culture de ces cellules particulieres

serait nécessaire a I’approfondissement de ces études.

I- 2- Vers ’identification d’une nouvelle voie pour I’adressage des protéines

transmembranaires a la surface de 7. gondii

Dans les cellules de mammiferes, les protéines solubles et transmembranaires dépourvues de
signal de tri suivent par défaut la voie vésiculaire de sécrétion constitutive. Celle-ci permet le
transport des protéines a I’extérieur de la cellule ou leur adressage a la membrane plasmique,
respectivement. Chez 7. gondii, des travaux antérieurs avaient montré que les GD constituent
la voie de sécrétion par défaut pour les protéines solubles (Karsten ef al., 1998 ; Striepen et
al., 2001). L’existence d’une voie par défaut pour les protéines transmembranaires reste a étre

démontrée.

Dans les parasites, les protéines CD46-TM CD46-CD46-HF et SAG1-TM CD46-CD46-HF
empruntent une voie caractérisée en immunofluorescence par des structures ponctiformes
réparties dans 1I’ensemble du cytoplasme, qui ne co-localisent pas avec les GD. Dans le cas de
SAG1-TM CD46-CD46-HF, ces vésicules sont associées a I’adressage de la protéine a la
membrane plasmique parasitaire avec une topologie de type I. Les études biochimiques
réalisées sur des transformants stables montrent que, contrairement a ce qui est observé pour
les protéines GRAs, 1’association de la fusion aux membranes parasitaires est résistante au

traitement par I’urée. Ces ¢léments indiquent que la protéine modele de surface parasitaire
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SAGI-TM CD46-CD46-HF s’insére dans les membranes de 1’appareil de sécrétion du
parasite. Elle emprunte une voie vésiculaire de sécrétion, distincte de la voie des GD, qui
permet son adressage a la surface. Il existerait donc chez 7. gondii une voie constitutive de
sécrétion, par laquelle les protéines transmembranaires sont adressées par défaut a la

membrane plasmique.

Dans le cas de CD46-TM CD46-CD46-HF, I’absence de marquage de surface observé pourrait
étre corrélé a 1’absence de glycosylation de la protéine exprimée dans le parasite. En effet,
CD46 présente de nombreux sites de O-glycosylation et 3 sites de N-glycosylation dans sa
portion N-terminale (Ballard et al., 1987). L importance de ces modifications dans I’activité
de modulation du complément a été démontrée (Liszewski et al., 1998). Chez Toxoplasma,
alors que de nombreux sites de glycosylation sont prédits dans les protéines parasitaires, trés
peu sont effectivement modifiés (Schwarz and Tomavo, 1993). La machinerie de
glycosylation du parasite, bien que fonctionnelle, serait donc limitante. En particulier, les
sucres N-liés semblent étre trés rarement ajoutés (Odenthal-Schnittler et al., 1993). A la
lumiére de ces connaissances, on peut interpréter le marquage périnucléaire et vésiculaire
obtenu pour CD46 dans le Toxoplasme comme résultant d’'un engorgement des voies de
sécrétion parasitaires par une protéine repliée de facon incorrecte. En faveur de cette
hypothese, il a été observé que toutes les fusions présentant les domaines TM et Ct de CD46
(domaines qui ne contiennent pas de sites prédits de glycosylation) sont correctement
adressées a leur compartiment cible dans le parasite. L’expression dans le parasite de mutants
de glycosylation de la protéine CD46 permettrait peut-étre de faciliter le trafic de CD46 vers
la surface.

Malgré I’absence de détection de CD46 a la surface parasitaire par immunofluorescence, le
marquage de structures vésiculaires dans le cytoplasme des parasites exprimant CD46
ressemble au marquage intracellulaire obtenu pour SAG1-TM CD46-CD46-HF, et conforte

I’hypothése d’une sécrétion commune de ces deux protéines via une méme voie de sécrétion.

Si elle existe vraiment, pourquoi la voie de sécrétion constitutive du parasite n’a-t’elle pas été
identifiée auparavant ? Tout d’abord, il convient de noter que trés peu de protéines
transmembranaires de surface ont été décrites a ce jour. La majorité des protéines de surface
parasitaires sont associées a la MPP via une ancre GPI, comme c’est le cas pour SAG1 par
exemple (de Macedo et al., 2003). Il semblerait que SAG1 soit délivrée a la surface avec une

grande efficacité, ce qui empéche sa détection au niveau intracellulaire que ce soit en
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immunofluorescence (résultats non présentés) ou en microscopie électronique (J-F
Dubremetz, communication personnelle). De plus, les constructions SAG1-TM CD46-CD46-
HF et CD46-TM CD46-CD46-HF sont clonées sous le controle des promoteurs GRAS et
GRAL respectivement, qui sont des promoteurs forts, et le nombre de copies insérées dans le
génome parasitaire n’est pas controlé. Ces deux fusions sont donc surexprimées dans le
parasite, ce qui pourrait expliquer un ralentissement du turn-over de la voie de sécrétion
constitutive et permettrait ainsi leur détection au niveau intracellulaire.

Dans leur globalité, ces expériences ont permis de démontrer I’existence, chez le parasite,
d’une voie de sécrétion de type constitutif qui permettrait 1’adressage des protéines

transmembranaires a la surface.

II- Déterminants de 1’adressage soluble de GRAS aux GD

La comparaison des systémes d’expression cellules de mammiferes versus Toxoplasme a
permis de démontrer ’existence chez 7. gondii d’un mécanisme de tri des protéines
transmembranaires destinées soit a la surface soit aux GD du parasite. La poursuite de ce

travail visait a définir les déterminants moléculaires qui sont a la base de cette ségrégation.

I- 1- Les domaines Nt et TM de GRAS sont impliqués dans I’adressage aux

GD

Par [D'utilisation de protéines chimériques dérivées de GRAS, nous avons démontré
I’importance des domaines Nt et TM dans I’adressage aux GD. Une étude basée sur la
protéine GRA4 avait montré que la longueur du domaine transmembranaire serait le facteur
déterminant de I’adressage aux GD versus a la MPP via 1’appareil de Golgi (Karsten et al.,
2004). Cette étude faisait intervenir des protéines de fusion présentant des domaines TM de
différentes longueurs fusionnées en Nt avec la protéine soluble BAP (Bacterial Alkaline

Phosphatase).
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Nos résultats ne contredisent pas ces données puisque les fusions SAGI-TM GRAS5-GRAS-
HF (TM de 18 aa) et SAG1-TM CD46-GRAS5-HF (TM de 23 aa) sont adressées aux GD et a la
MPP, respectivement. Cependant, 1’adressage aux GD ne dépend pas seulement de la
longueur du domaine TM puisque les fusions GRAS5-TM CD46-GRAS et GRAS-TM CD8-
GRAS sont toutes les deux adressées a la voie des GD, en dépit de leur domaine TM de 23 et
27 aa, respectivement. Ces données montrent que le domaine Nt de GRAS joue un role
prédominant lors de D’adressage de la protéine aux GD. Cette conclusion pourrait
vraisemblablement s’appliquer a la protéine GRA4, mais ce résultat n’est pas apparu lors de
I’étude de Karsten et al. puisqu’aucune des protéines de fusion utilisées ne présentait le

domaine Nt de la protéine.

L’adressage soluble de GRAS aux GD dépend donc d’au moins deux facteurs redondants
présents dans le domaine TM et le domaine Nt de la protéine. La présence de plusieurs
signaux de tri qui agissent en synergie au sein d’'une méme protéine a déja été démontrée chez
les mammiféres : la pro-insuline, par exemple, contient un domaine de liaison a la protéine
associée aux membranes des granules CPE (Cool and Loh, 1998), deux sites de clivage
protéasiques constitu€s par une paire d’aa basiques (Steiner et al., 1996), et la capacité a
former des hexameres qui s’agrégent (Quinn ef al., 1991). Une telle redondance de signaux
confére au systeme plus de fiabilité. Nos résultats impliquent que 7Toxoplasma aurait aussi

développé des mécanismes de sécurité concernant I’adressage de ses protéines.

L’influence du domaine TM dépend-elle uniquement de la longueur de ce domaine ? Nos
résultats de transfection transitoire indiquent que la fusion GRAS5-TM CD46-GRAS est
partiellement adressée a la MPP en plus des GD au sein du méme parasite, tandis que la
fusion GRAS5-TM CD8-GRAS est uniquement localisée dans les GD. Cependant, le domaine
TM de CD46 (23 aa) est plus court que celui de CD8 (27 aa), et I’on s’attendrait donc plutot a
ce que la fusion portant le domaine TM de CDS soit partiellement localisée a la MPP, si la
longueur du TM est le seul facteur déterminant cette localisation. Nous avons comparé les
scores d’hydrophobicité des différents domaines TM utilisés dans nos fusions, ainsi que ceux
calculés pour les domaines TM de quelques protéines parasitaires ou humaines connues (table
I). Les valeurs obtenues sont comprises entre 25 et 70, et aucune homogénéité particuliere
n’est observée au sein des protéines GRAs ou des protéines humaines. Le score

d’hydrophobicité¢ du TM de CD46 est particulierement élevé (68.2), ce qui pourrait expliquer
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le double ciblage PPM et GD observé en transfection transitoire pour la fusion GRAS-TM

CD46-GRAS.
Protéine Séquence du TM Longueur Score
du TM | d’hydrophobicité
TgGRAS AVGLAAAVVAVVSLLRLL 18 433
TgGRA6 LIGAVVLAVSVAMLTAFFL 19 49.3
TgGRA3 NIPGYFVVINAILAAYYIRKVL 22 25.1
TgGRA7 VGTVLGFAALAAAAAFLGMGLT 22 40.7
TgGRAS LLFRTAVVAAMAAALITL 18 37.7
TgGAPS50 FVRVVGTIGLCIATIFLSLSVANG 24 42.2
hCD46 VWVIAVIVIAIVVGVAVICVVPY 23 68.2
hCD8 DIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNH 27 35
hAQP1 ™ 1: 27 37.6
FWRAVVAEFLATTLFVFISIGSALGFK
TM 2 : VKVSLAFGLSIATLAQSV 18 25.8
™ 3 : LMYIIAQCVGAIVATAILSGIT 22 423
T™M 4 : LGIEHGTLQLVLCVLATT 19 353
hG3PP TM1 :YRAFIFILTFLLYASFHLS 19 26.4
TM 3 : RASTCGLMLLLAAPTLYIFSTI 22 29.1
T™ 4 : WSNVFYMLMFADACALLFLIRL 22 333
HCV E2 | YVVLLFLLLADARVCSCLWMMLLISQAEA 29 48.5

Tableau I : Séquence de différents domaines TM de protéines de Toxoplasma, de protéines

humaines ou du HCV. La longueur de chaque TM est indiquée en acides aminés. Le score

d’hydrophobicité est calculé a partir de I’échelle de Kyte et Doolittle (Kyte and Doolittle,

1982). Les résidus du TM CD8 représentés en gras ne sont pas habituellement présents au

sein des hélices TM. Tg, Toxoplasma gondii; h, human; HCV, Hepathitis C Virus; AQP1,

Aquaporine 1; G3PP, Glycerol-3-phosphate permease.
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Le domaine TM de CDS contient plusieurs acides aminés peu représentés habituellement dans
les hélices TM (représentés en gras dans la table I). Notamment, la présence d’un résidu
proline est surprenante car ces résidus brisent habituellement les structures secondaires des
protéines. Dans les hélices oo TM, de tels résidus peuvent étre tolérés lorsqu’ils sont présents
du coté Nt de I’hélice, comme c’est le cas ici (G. von Heijne, 2007). La présence de deux
glycines et d’une cystéine est également peu habituelle. En dépit de sa longueur, le domaine
TM de CD8 pourrait ainsi permettre une solubilisation efficace de la protéine dans les GD dés
les premiers stades d’expression en raison d’un nombre important de résidus qui déstabilisent

I’insertion de ce domaine dans les membranes du RE.

I- 2- Mécanismes permettant la solubilisation de GRAS dans les GD :
hypotheses

En transfection transitoire, les fusions GRAS-TM CD46-GRAS5-HF et GRAS-TM CD46-
CD46-HF sont adressées a la fois a la voie des GD et a la surface du parasite au sein d’un
méme parasite. Ces observations indiquent que ’adressage aux GD est un phénomene

saturable, qui pourrait reposer sur des interactions soit de type protéines-protéines, soit

protéines-lipides.

I- 2- 1- Solubilisation par interactions protéine-protéines

Chez les eucaryotes et les procaryotes, il existe plusieurs exemples de protéines
transmembranaires dont la solubilisation est rendue possible par I’interaction du domaine TM

avec un ou des éléments protéiques:

- Certaines protéines transmembranaires sont capables d’adopter une conformation soluble
par repliement de leurs hélices hydrophobes a I’intérieur de la structure tertiaire protéique. Ce
n’est que lors du contact avec la membrane-cible que la protéine est capable d’exposer ces
domaines hydrophobes, par le biais d’un changement de conformation. Les facteurs de ce

changement de conformation sont variés : certaines toxines bactériennes comme la toxine
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diphtérique ou la colicine se déplient dans un milieu de pH bas ou par contact avec des lipides
négativement chargés (Parker and Pattus, 1993, Facey and Kuhn, 2004), tandis que
I’interaction avec le GTP est nécessaire au déploiement de la GTPase Sarl (Lee et al., 2005).

Le mécanisme de repliement de la colicine A est présenté sur la Fig. 28A.

- La formation de complexes de solubilisation peut également permettre d’isoler les domaines
hydrophobes du milieu environnant. Des protéines dites chaperonnes sont spécialisées dans le
repliement, 1’assemblage, le transport et la dégradation de protéines transmembranaires. Par
exemple, il a ét€ montré in vitro que le complexe chaperonne bactérien GroEL peut solubiliser

une protéine intégrale de membrane, la bactériorhodopsine (Deaton ef al., 2004) (Fig. 28B).

A Repliement B  Complexe de solubilisation

Ex : Colicine A Ex : chaperonnes

) GroEL Hsp70
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Fig. 28: Formes de solubilisation de protéines a domaines TM. A- Mécanisme de
solubilisation individuelle : repliement des hélices hydrophobes de la colicine A a I’intérieur
de la structure tertiaire de la protéine. B- Solubilisation de protéines transmembranaires par
les complexes protéiques chaperons bactérien GroEL et eucaryote Hsp70. Les segments
hydrophobes sont représentés en orange. D’aprés Lakey et al., 1992 ; Bukau and Horwich,

1998.

Les protéines GRAs TM sont de petites protéines et les prédictions indiquent que leur
domaine Nt est non-structuré. Il semble donc peu vraisemblable que le domaine TM puisse
étre masqué par repliement a I'intérieur de la structure tertiaire. Par contre, des travaux
récents réalis€és au sein de notre laboratoire montrent que ces protéines établissent des
interactions entre elles au sein des GD, constituant ainsi des complexes de haut poids

moléculaire ;
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Par séparation isopycnique d’extraits solubles parasitaires, nous avons montré que les
protéines GRAs TM (GRA3 a 9) sont retrouvées dans des fractions de haute densité (these de
P. Ruffiot, juillet 2007).

La séparation des protéines GRAs par exclusion de taille sur colonne superose 6 montre que
les protéines GRAs TM sont associées a des complexes de haut poids moléculaire (= 670

kDa) (Braun et al., 2007).

La purification d’une forme étiquettée HA-FLAG de GRAS par chromatographie d’affinité et
I’analyse des protéines co-purifiées a permis de montrer qu’a I’intérieur des GD, GRAS est
présent sous forme de multimeres et établit des interactions avec GRA3, 6 et 7 (Braun et al.,
2007).

GRAS parasitaire interagit également avec une protéine de choc thermique, la protéine
Tghsp90b (numéro d’acceés DQ004747), qui pourrait permettre le masquage du domaine TM
hydrophobe de la protéine (Braun ef al., 2007).

A la lumiére de mes résultats de thése, on pourrait proposer que les interactions présentées ci-
dessus reposent sur le domaine TM et/ou le domaine Nt des protéines GRAs TM, ce qui

expliquerait I’importance de ces domaines dans ’adressage soluble aux GD.

Chez les eucaryotes supérieurs, 1’agrégation des protéines représente un mécanisme de tri vers
les granules de sécrétion régulés qui concerne exclusivement les protéines solubles dans la
lumicre du trans-Golgi. Il semblerait donc que le Toxoplasme ait adapté a ses protéines
transmembranaires un processus largement répandu dans I’évolution pour les protéines
solubles. Si les GRAs TM forment effectivement des agrégats multiples au sein des GD, il se
pourrait que les protéines GRAs solubles ou les protéines indicatrices solubles exprimées dans
le parasite soient intégrées dans ces agrégats par interaction avec les GRAs TM, ce qui avait
¢été interprété comme un adressage « par défaut » aux GD (Karsten et al., 1998 ; Striepen et
al., 2001). En I’absence des GRAs TM, il se pourrait que 1’on observe une délocalisation des
GRAs solubles vers la voie de sécrétion constitutive parasitaire. En ce sens, et malgré les
difficultés que cela suppose, 1’étude du phénotype d’un mutant Agra5- Agra3- Agra6- Agra7

serait particulierement intéressante.
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I- 2- 2- Solubilisation par interactions protéine-lipides

A Dintérieur des GD, les protéines GRAs sont solubilisées via des liaisons hydrophobes,
phénoméne qui a été interprété comme reflétant 1’agrégation de ces protéines. L hypothése
d’une association des GRAs avec des structures lipidiques, trop petites pour étre détectées en
microscopie électronique, ne peut cependant pas étre exclue. Ces structures pourraient
correspondre a des microvésicules lipidiques ou a des petits micelles, en partie solubles a
100,000 x g. Chez les mammiferes, 1’existence de ce type de vésicules a déja été reportée : les
corps multivésiculaires présents dans les lymphocytes B et les cellules dendritiques
contiennent des exosomes, petites vésicules lipidiques riches en molécules du CMH 11, qui
peuvent étre exocytés pour permettre la reconnaissance de motifs antigéniques par les

lymphocytes T (Fig. 29).
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Fig. 29 : A- Corps multivésiculaires présents dans des lymphocytes B. Les fléches indiquent
la présence de petites vésicules lipidiques a I’intérieur de ces structures. B- Exocytose des
corps multivésiculaires et libération des vésicules a I’extérieur de la cellule. D’aprés Raposo

etal., 1996. Barre 0.1 um.
La sensibilité partielle des protéines GRAs parasitaires a 1’urée contredit 1’hypothése de

I’insertion stable de ces protéines au sein d’une bicouche lipidique a I’intérieur des GD.

Cependant, il se pourrait que I’association lipidique des GRAs soit peu stable au sein de ce
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type de vésicules, ce qui expliquerait les profils observés en fractionnement. Un modele de
formation de ces microvésicules est proposé¢ sur la Fig. 30: les protéines GRAs TM
s’insereraient de fagon co-traductionnelle dans la membrane du RE, puis transiteraient a
travers 1’appareil précoce de sécrétion du parasite par bourgeonnement et fusion de vésicules,
jusqu’a la sortie du trans-Golgi. A ce niveau, un mécanisme inconnu permettrait la formation
et ’adressage aux GD de microvésicules contenant les GRAs TM, mécanisme qui pourrait

impliquer les domaines Nt et/ou TM de ces protéines.

Les différents mécanismes permettant d’expliquer la solubilisation des protéines GRAs au
sein des GD sont présentés sur la Fig. 30. Il ne s’agit pour I’instant que de d’hypothéses. En
effet, en 1’état actuel des données, le compartiment dans lequel s’effectue la ségrégation des
protéines transmembranaires destinées a la surface versus celles qui sont adressées aux GD

n’est pas identifié.
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Fig. 30 : Modéles de solubilisation de GRAS a I’intérieur du parasite. GRAS entrerait dans la
voie de sécrétion par I’intermédiaire d’un appareil de type translocon. En tant que protéine
transmembranaire, il est probable qu’elle s’insére de facon co-traductionnelle dans la
membrane du RE (1). Son trafic sous forme de protéine transmembranaire pourrait aboutir a
la formation de microvésicules lipidiques stockées dans les GD (2). Selon une autre
hypothese, GRAS serait solubilisée dans la lumic¢re du RE, soit directement apres synthese
(1°) soit dans un second temps apres insertion dans la membrane du RE (2’). Cette

solubilisation pourrait s’effectuer par la formation de multimeéres de GRAS ou par hétéro-
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oligomérisation avec les autres GRAs TM. De plus, I’interaction avec Tghsp90b dans le RE
permettrait de masquer le domaine TM de la protéine. A [’opposé, les protéines
transmembranaires de la voie de sécrétion constitutive s’insérent dans la membrane du RE et
conservent leur conformation transmembranaire tout au long de la voie de sécrétion, jusqu’a
la fusion avec la surface parasitaire. TM, transmembranaire ; Nt, segment N-terminal ; Ct,
segment C-terminal ; GD, GD ; RE, réticulum endoplasmique ; MPP, membrane plasmique

parasitaire.

IT1I- Adressage spécifique des GRAs TM aux différents systémes

membranaires de la VP

La VP est constituée de plusieurs structures membranaires, et 1’adressage spécifique des
protéines GRAs a ces différents systeémes pose plusieurs questions non résolues : Par quel
mécanisme ces protéines sécrétées présentent-elles une affinité pour les membranes apres leur
sécrétion ? Pourquoi certaines de ces protéines s’inserent-elles dans ces membranes alors que
d’autres s’y associent via des liaisons hydrogéne ? Quelle est la base de la spécificité de
I’adressage a la MVP versus au RNM ?

Nous avons apporté des éléments de réponse a ces questions par 1’étude de 1’adressage

vacuolaire des protéines TM GRA6 et GRAS.

II1- 1- Importance du domaine Nt dans ce processus

Suite a leur sécrétion soluble dans la VP, GRAS et GRA6 adoptent une conformation de
protéines transmembranaires dans la MVP et les membranes du RNM, respectivement. Nos
résultats démontrent que le domaine Nt de ces deux protéines est nécessaire a leur association
aux membranes cibles, puisque les fusions SAG1-TM GRAS5-GRAS-HF et SAG1-TM GRAG6-
GRAG-HF restent solubles dans 1’espace vacuolaire. A D’inverse, les fusions GRAS-TM
CD46-CD46-HF et GRA6-TM CD46-CD46-HF sont respectivement adressées a la MVP et
aux membranes du RNM, ce qui démontre que le domaine Nt de GRAS ou GRAG6 constitue
un ¢lément suffisant en soi pour médier I’association membranaire sélectif des protéines dans

la VP.
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Le mode d’association des fusions GRAS-TM CD46-CD46-HF et GRA6-TM CD46-CD46-HF
n’est pas celui de protéines intégrales de membrane. En effet, 1’association au HSP de ces
deux protéines est partiellement résistante a I’urée seulement, tandis que le traitement du HSP
au NP-40 ne solubilise qu’une fraction des protéines. Ces données indiquent que le domaine
Nt de GRAS et GRAG ne serait pas suffisant pour ’insertion efficace des protéines dans leurs
membranes respectives. Ce phénomene nécessiterait en plus la présence du TM et/ou du Ct
des protéines GRAs pour se réaliser complétement. En effet, les fusions GRA5-TM CD46-
GRAS et GRAS-TM GRAS-CD46-HF s’inserent de facon efficace dans la MVP, ce qui
montre que le TM et le Ct de CD46 permettent individuellement une intégration membranaire
dans le contexte de la protéine GRAS endogene. On peut donc conclure que c’est la présence
simultanée du TM et du Ct de CD46 qui constitue un ¢lément déstabilisateur de 1’insertion

membranaire.

Les signaux de tri des protéines transmembranaires sont habituellement présents dans la
queue Ct des protéines transmembranaires (Bonifacino and Traub, 2003 ; Dikeakos and
Reudelhuber, 2007) ou dépendent de caractéristiques de leur domaine TM (Bretscher and
Munro, 1993 ; Zaliauskiene et al., 2000). Dans quelques cas, il a été démontré que le domaine
Nt des protéines permet 1’association spécifique des protéines avec des microdomaines des
membranes cellulaires riches en cholestérol, auquels sont associées la plupart des protéines
ancrées par un GPI (rafts lipidiques). Par exemple, le domaine Nt de la protéine prion contient
un domaine suffisant pour médier 1’association aux rafts d’une version transmembranaire de
la protéine (Walmsley et al., 2003). De méme, la partie juxtamembranaire de I’ectodomaine
de ’EGFR permet la liaison de la protéine aux rafts (Yamabhai et al., 2002). La possibilité
que le domaine Nt de GRAS contienne un tel signal d’adressage aux rafts est particuliérement
intéressante quand on considére que la majorité des protéines de 1’hote résidentes de la MVP
sont ancrées par un GPI, et donc potentiellement associées a des rafts lipidiques au sein de
cette interface. Par liaison a ces domaines, GRAS pourrait avoir un rdle particulier dans les

interactions hote/parasite.

Quelle est la nature du ou des signal(aux) d’adressage présent(s) dans le domaine Nt de GRAS
et GRA6 ? La recherche d’un signal commun aux domaines Nt de GRA3, 5, 7 et 8 (voir
séquences en annexe) a ¢été effectuée par [utilisation de logiciels de type PSORT

(http://wolfpsort.org/) ou MEME/BLAST (http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html) mais n’a
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pas donné de résultats probants. L’existence d’un signal de type séquentiel n’est pas pour
autant exclue mais il s’agirait alors d’un signal original, non conservé dans 1’évolution.
L’autre alternative serait qu’un motif structural soit impliqué dans 1’adressage post-sécrétoire
des GRAs TM. La structure des protéines GRAs n’a pas pu étre étudiée en raison de la
difficulté a obtenir une grande quantité de matériel soluble a partir d’extraits parasitaires, et
les prédictions de structure indiquent que ces protéines seraient majoritairement « non
structurées ». Cependant, I’utilisation du logiciel de prédiction de structures secondaires GOR

IV (http:/npsa-pbil.ibep.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gord.html) a  permis

d’identifier la présence putative de petites hélices a contenant des résidus chargés dans les
domaines Nt de GRA3, GRAS, GRA7. Or, de telles hélices ont été décrites comme permettant
I’association périphérique aux membranes de protéines eucaryotes (Dikeakos et al., 2007).
Afin de tester I’hypothése selon laquelle ces hélices seraient responsables de 1’adressage
sélectif a la MVP, nous avons délété toute la région impliquée dans la formation de cette
hélice putative dans I’ORF de GRAS (aa 39 a 45). Nous avons également inséré des résidus
proline en Nt et Ct de cette région, en espérant briser cette hélice. L’insertion dans la MVP
des protéines chimériques obtenues a été testée par perméabilisation de cellules infectées a la
digitonine (résultats non montrés). Le marquage de la MVP a été obtenu dans tous les cas
avec le mAb anti-GRAS, ce qui montre que la formation de cette courte hélice, si elle est

effective, n’est pas impliquée dans les propriétés d’adressage post-sécrétoire de la protéine.

III- 2- Meécanisme(s) de Dinsertion membranaire post-sécrétoire :

hypothéses

Certaines protéines membranaires connues €chappent a la voie classique d’insertion co-
traductionnelle. C’est le cas chez les eucaryotes de plusieurs protéines associées aux
membranes des peroxysomes ou des mitochondries, de toxines bactériennes ou de protéines
d’enveloppe de virus. Leur insertion membranaire post-traductionnelle est le plus souvent
assistée par des cofacteurs protéiques de type translocon (Rayapuram and Subramani, 2006 ;
Paschen and Neupert, 2001), mais elle peut également s’effectuer de manicre spontanée
(Hakansson et al., 1996 ; Gallusser and Kuhn, 1990). En ce qui concerne I’insertion des

protéines GRAs TM dans les membranes vacuolaires, I’un ou 1’autre de ces mécanismes est
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envisageable et sera discuté ci-dessous. L’insertion post-sécrétoire apparente de ces protéines
pourrait également résulter de la fusion de microvésicules de transport avec les membranes
cibles. Quelque soit le mécanisme impliqué, nos résultats démontrent I’importance du

domaine Nt de ces protéines dans ces processus.

Les hypothéses mécanistiques envisagées pour expliquer I’insertion membranaire post-

sécrétoire de GRAS sont résumées sur la Fig. 31 :

Partenaires
protéiques?

Insertion
N membranaire
spontanée?

Formation de micro-
vésicules puis fusion 4 la
MVP?

Espace
vacuolaire Cellule hate

Fig. 31: Présentation des mécanismes hypothétiques de I’insertion membranaire post-
sécrétoire de GRAS. Ce phénomeéne pourrait reposer sur 1) des interactions de partenaires
protéiques spécifiques avec le domaine Nt de GRAS 2) une insertion spontanée dans la MVP
facilitée par le domaine Nt ou 3) la formation de microvésicules lipidiques a I’intérieur des

GD qui fusionneraient avec la MVP apres sécrétion.
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I11- 2- 1- Interaction du domaine Nt avec des partenaires protéiques

L’acheminement des protéines GRAs TM jusqu’a leur membrane-cible et leur insertion
transmembranaire ultérieure pourrait étre facilitée par liaison d’un ou de plusieurs facteurs
protéiques spécifiques, qui constitueraient un appareil de type translocon. Des résultats
récents indiquent que si les protéines GRAs TM établissent de nombreuses interactions entre
elles au sein des GD, ces interactions ne sont pas maintenues dans la vacuole (Braun ef al.,
2007). En effet, par chromatographie d’affinit¢ a partir de la fraction membranaire de
vacuoles issues de cellules infectées, on n’identifie qu’un seul partenaire pour GRAS
vacuolaire : GRA7. Cette diminution de I’état d’hétéro-oligomérisation des GRAs TM dans la
vacuole pourrait permettre leur association membranaire en démasquant leur domaine TM.
Cependant, ce processus a lui seul ne permet pas une insertion efficace des protéines puisque
les mutants SAG1-TM GRAS5-GRAS-HF et SAGI-TM GRA6-GRAG6-HF sont complétement
solubles dans I’espace vacuolaire. Il y aurait donc établissement de nouvelles interactions
protéiques dans la vacuole qui feraient intervenir le domaine Nt de GRAS et GRAG6 afin de
permettre leur insertion membranaire post-sécrétoire. En ce sens, il est intéressant de
considérer que la VP constitue un espace enrichi par 1’exocytose de nombreuses protéines
parasitaires, dont un homologue de la cyclophiline qui pourrait participer au repliement des

protéines (Carey et al., 2000).

Des études permettant de comparer les partenaires respectifs des fusions GRA5-TM GRAS-
GRAS-HF (insérée dans la MVP) et SAG1-TM GRA5-GRAS-HF (soluble dans la MVP) par
chromatographie d’affinité ont été entreprises. Ces deux fusions, qui ne différent que par la
nature de leur domaine Nt, devraient présenter des propriétés d’association protéique
différentes dans la VP si les interactions du domaine Nt de GRAS sont bien le facteur
déterminant de 1’adressage de la protéine. Ces ¢études sont rendues difficiles par la grande

quantité de matériel vacuolaire nécessaire a 1’analyse des partenaires par séquencage MS/MS.

Les protéines GRAs subissent certaines modifications post-traductionnelles qui pourraient
étre impliquées dans leur interaction avec des partenaires protéiques spécifiques. La O-
glycosylation de GRA2, GRA4 et GRAG6 a été démontrée (Achbarou et al., 1991 ; Zinecker et

al., 1998 ; Travier et al., non publié), et pourrait constituer une signature permettant le ciblage
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spécifique de ces protéines vers les membranes du RNM. En ce qui concerne GRA6, tous les
sites de O-glycosylation sont prédits dans le domaine Nt. La glycosylation effective d’un ou
plusieurs de ces sites qui permettrait I’interaction avec des partenaires spécifiques dans la VP
permettrait d’expliquer I’importance du domaine Nt de GRA6 dans son adressage post-
sécrétoire. En plus de leur glycosylation, GRA2 et GRA6 sont phosphorylées apres leur
sécrétion dans la VP (Mercier and Sibley, non publié¢ ; Labruyere et al., 1999). A I’inverse,
GRA1 et GRAS5 ne sont pas marquées a I’ATP-[P**] (Mercier and Sibley, non publi¢). Des
sites de phosphorylation sont prédits dans le domaine Nt de GRA®6. La liaison du domaine Nt
de GRAG a des partenaires protéiques spécifiques pourrait donc s’effectuer dans la VP grace a
cette étape de phosphorylation. Parmi les perspectives possibles de ma thése, on pourrait
essayer de muter certains des sites potentiels de glycosylation et de phosphorylation présents
dans le domaine Nt de GRAG, et étudier les propriétés d’insertion membranaire des mutants

obtenus.

II1- 2- 2- Hypothése de ’insertion spontanée dans les membranes de 1a VP

Si I’insertion membranaire post-sécrétoire des protéines s’effectue le plus souvent de maniére
assistée, il existe cependant des cas elle s’effectue de manicre spontanée, sans participation
d’aucun facteur protéique. Par exemple, une protéine d’enveloppe du phage M13 s’insére
dans la membrane interne d’E. Coli via des interactions €lectrostatiques entre deux régions
basiques situées aux deux extrémités de la protéine et les lipides membranaires négativement
chargés (Gallusser and Kuhn, 1990). Chez Yersinia, la protéine YopB, sécrétée par le systéme
sécrétoire de type III de la protéine, s’insére dans la membrane de la cellule-hdte et forme un
pore qui permet le transfert d’autres Yops dans le cytoplasme de la cellule-hdte (Hakansson et
al., 1996). Les interactions qui permettent ces processus sont propres a chaque cas mais

impliquent probablement toutes des changements conformationnels de la protéine.

Les travaux de thése de P. Ruffiot et L. Travier indiquent que GRA2 purifiée a partir d’un
lysat parasitaire présente une affinité pour les phosphoinositides. Cela avait également été
démontré pour GRA7 a partir d’'une forme recombinante exprimée chez E. Coli (Coppens et
al., 2006). Ces données ne concernent pas GRAS mais laissent supposer que des observations

similaires pourraient étre réalisées pour cette protéine. Si GRAS est capable de s’associer a
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des lipides, cette propriété ne dépend pas de I’hélice a prédite dans le domaine Nt (cf
paragraphe III- 1). Ces affinités spécifiques pour certains lipides pourraient reposer sur le

segment Nt de ces protéines et faciliter un mécanisme d’insertion membranaire spontané.

Il serait intéressant de tester 1I’hypothése d’une insertion spontanée de GRAS dans des
vésicules lipidiques artificielles, mais il faudrait pour cela disposer d’une forme purifiée de
GRAS qui soit fonctionnelle. Des tentatives de production de GRAS recombinante en grande

quantité chez E. coli se sont révélées infructueuses (Braun et al., non publié).

III- 2- 3- Hypothése de I’association des GRAs dans des microvésicules lipidiques

solubles a 100,000 x g

L’hypotheése de D’insertion membranaire post-sécrétoire repose sur 1’observation que les
GRAs TM sont partiellement solubles a 100,000 x g dans 1’espace de la vacuole (Labruyére et
al., 1999 ; Lecordier et al., 1999). Cependant, si les protéines GRAs sont associées a
I’intérieur des GD a des structures lipidiques de petite taille comme présenté dans le
paragraphe I- 2- 2-, il se pourrait que 1’exocytose de ces vésicules dans 1’espace de la vacuole
permette 1’acheminement des GRAs TM jusqu’a leur membrane-cible par simple fusion
membranaire (Fig.32). Selon ce mod¢le, une protéine qui s’insérerait dans la membrane du
RE avec une topologie de type I conserverait cette topologie tout au long de la voie de
sécrétion, jusqu’a la fusion avec les membranes du RNM ou la MVP. Dans ce cas, le domaine
Nt de la protéine se retrouverait expos¢ dans le cytoplasme de la cellule-héte, tandis que le
domaine Ct resterait dans 1’espace de la vacuole. Ce modele est donc compatible avec la

topologie observée pour GRAS en cellules HEK et dans la MVP.
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Fig. 32 : Modge¢le de trafic des GRAs TM par association a des microvésicules de transport. (1)
Selon ce modele, les protéines GRAs TM entrent dans la voie de sécrétion au niveau du RE
via un appareil de type translocon puis (2) s’insérent dans la membrane du RE avec une
topologie définie. (3) Les microvésicules se forment par bourgeonnement au niveau du RE,
transitent par 1’appareil de Golgi (4), puis se trouvent stockées a I’intérieur des GD (5). (6) La
fusion des GD avec la MPP permet la libération de ces vésicules dans I’espace de la vacuole,
qui sont spécifiquement adressées aux membranes du RNM ou a la MVP par fusion
membranaire (7). RE, réticulum endoplasmique ; GD, granules denses ; MPP, membrane
plasmique du parasite ; RNM, réseau de nanotubules membranaires ; MVP, membrane de la

vacuole parasitophore ; VP, vacuole parasitophore.

A TD’encontre de cette hypothese, 1’observation par microscopie ¢€lectronique du matériel
sécrété dans la vacuole ne permet pas la mise en évidence de vésicules de transport (de Souza,
2006). De plus, il faudrait imaginer pour expliquer la solubilité apparente des GRAs dans la
vacuole que ces structures lipidiques soient suffisamment petites pour étre solubles a 100,000
x g apres fractionnement de cellules infectées. Pour comparaison, les exosomes identifiés
chez les cellules eucaryotes sédimentent a 70,000 x g (Raposo et al., 1996). Si des éléments
venaient confirmer I’hypothése de la fusion de petites vésicules avec les membranes de la VP,
il faudrait envisager un rdle particulier du domaine Nt de GRAS et GRA6 dans I’interaction

avec ces petites vésicules et I’adressage aux membranes de la VP.

110



CONCLUSIONS GENERALES

Dans leur ensemble, nos résultats démontrent que :
- Les propriétés de sécrétion particuliéres des protéines GRAs sont propres au parasite,
et reposent sur des caractéristiques intrinseques de ces protéines.
- L’adressage soluble de GRAS a la voie des GD repose non seulement sur la nature de
son domaine TM, mais surtout sur un ou des signaux présents dans le domaine Nt.
- L’adressage post-sécrétoire sélectif de GRAS a la MVP et de GRA6 aux membranes
du RNM est déterminé par le domaine Nt de ces protéines.
Ces résultats permettent de compléter les connaissances actuelles quant aux mécanismes de tri
existants chez 7. gondii (Fig. 33). Ils vont a ’encontre de 1’idée largement répandue selon
laquelle les mécanismes d’adressage des protéines transmembranaires dépendraient de
signaux présents dans la queue Ct et/ou de caractéristiques de leur domaine TM. De plus, ils
offrent de nouvelles perspectives dans le domaine des interactions protéines-membranes au

cours de I’insertion membranaire post-traductionnelle des protéines.
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Fig. 33 : Mécanismes de sécrétion connus chez 7. gondii. Les protéines destinées a Etre
sécrétées sont triées au niveau du trans-Golgi (TG). Celles qui sont destinées a la surface
empruntent les vésicules de la voie de sécrétion constitutive (VSC). L’adressage des protéines
aux rhoptries (par I’intermédiaire des rhoptries immatures [RI]]) et aux micronémes nécessite
la présence de signaux d’adressage de type tyrosine (YXX®). Les mécanismes déterminants
I’adressage des protéines aux complexe membranaire interne (IMC) sont inconnus. Bien que
certaines protéines solubles soient adressées par défaut a la voie des GD, I’adressage des
protéines GRAs TM aux GD dépend de signaux présents dans leurs domaines TM et Nt.
Apres sécrétion, les protéines GRAs TM sont ciblées a leurs compartiments membranaires

respectifs sur la base de signaux présents dans le domaine Nt. Adapté a partir de Kaasch and

Joiner, 2000.
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ANNEXE

Séquence des domaines Nt des protéines GRAs TM (du permier aa apres le PS jusqu’au

dernier aa avant le TM):

Nt GRAS :
GSTRD VGSGGDDSEG ARGREQQQVQ QHEQNEDRSL FERGRAAVTG HPVRT

Nt GRA3 :

EPVIGVG  EAGVSPVNEA  GESYSSATSG VQEATAPGAV  LLDAIDAESD
KVDNQAEGGE RMKKVEEELS LLRRELYDRT DRPGLKRAVI LSLATSAAIG
GRMVSRTLRD

Nt GRAT7 :

ATAS DDELMSRIRN SDFFDGQAPV DSLRPTNAGV DSKGTDDHLT TSMDKASVES
QLPRREPLET EPDEQEEVHF RKRGVRSDAE VTDDNIYEEH TDRKVVPRKS
EGKRSFKDLL KKLALPAVGM GASYFAADRL VPELTEEQQR GDEPLTTGQN

Nt GRAS :

MNGPLSY HPSSYGASYP NPSNPLHGMP KPENPVRPP PGFHPSVIPN PPYPLGTPAG
MPQPEVPPLQ  HPPPTGSPPA  AAPQPPYPVG  TPVMPQPEI = PVHRPPPPGF
RPEVAPVPPY PVGTPTGMPQ PEIPAVHHPF PYVTTTTTAA PRVLVYKIPY
GGAAPPRAPP VPPRMGPSDI STHVRGAIRR QPGTTTTTTS RK

Nt GRAG :

AVAADSGGVK QTPSETGSSG GQQEAVGTTE DYVNSSAMGG GQGDSSAEDD
TTSEAAEGDV  DPFPVLANEG KSEARGPSLE ERIEEQGTRR RYSSVQEPQA
KVPSKRTQKR HR
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MATERIEL ET METHODES

I- Techniques de biologie moléculaire

La réalisation de ce projet a nécessité la construction d’un certain nombre de vecteurs
plasmidiques en vue de la transfection soit dans les parasites soit dans les cellules de

mammiferes (tableau II).

Plasmides transfectés dans les parasites Vecteur de clonage

CD46 pBluescript KS*
CD46-TM CD46-CD46-HF pMAH14

SAG1-TM CD46-CD46-HF pMAH4 5°GRAS5 3° GRAS
(PS CD46)-GRAS-TM GRAS5-GRAS-HF PMAH4 5°GRAS5 3° GRAS
(PS GRAS5)-SAGI1-TM CD46-CD46-HF PMAH4 5°GRAS5 3° GRAS
SAGI1-TM CD46-GRAS-HF PMAH4 5°GRAS5 3° GRAS
SAGI1-TM GRAS-GRAS-HF PMAH4 5°GRAS5 3° GRAS
GRAS5-TM CD8-GRAS? pmini/HXGPRT
GRAS5-TM CD46-GRAS pmini/HXGPRT
GRAS5-TM CD46-GRAS-HF pMAH4 5°GRAS5 3° GRAS
GRAS5-TM CD46-CD46-HF pMAH4 5°GRAS5 3° GRAS
SAG1-8aa-TM GRA5-GRAS-HF PMAH4 5°GRAS5 3° GRAS
GRA6-TM CD46-CD46 PMAH4 5°GRAS5 3° GRAS
SAG1-TM GRA6-GRAG6-HF pMAH4 5°GRAS5 3° GRAS
Plasmides transfectés dans les parasites Vecteur de clonage
GRAS-H pcDNA3.1

GRAS-HF pcDNA3.1

GRAT7-H pcDNA3.1

CD46-H pcDNA3.1

GRAI1-H pcDNA3.1

MLO2-¢ inconnu

Tableau II : Liste des constructions plasmidiques réalisées dans le cadre de ce projet.

? ce plasmide a été construit au laboratoire par le Dr L.Braun. ° ce plasmide a été construit par
le Dr M. A. Hakimi. PS ; Peptide Signal, TM ; Transmembrane, H ; étiquette HA, F ; étiquette
FLAG. Les différents vecteurs utilisés sont décrits ci-dessous.
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I-1- Vecteurs utilisés

I-1-1- Vecteurs de clonage

- Vecteur pBluescript KS* (stratagen)

- Vecteur pMAH4 issu d’une matrice pBluescript KS™ portant la double étiquette HA-FLAG
permettant la réalisation de fusion traductionnelles (Saksouk et al., 2005)

- Vecteur pMAH 14 dérivé du vecteur pMAH4 dans lequel ont été ajoutés le promoteur fort de
GRAL et le terminateur de SAGI

- Vecteur pmini/HXGPRT porteur du géne de sélection HXGPRT (don de D. Roos ; Donald et
al., 1996)

- Vecteur pcDNA3.1 (Invitrogen Life Sciences) qui contient le promoteur du CMV permettant

I’expression en cellules de mammiferes.

I-1-2- Vecteurs matrices

- Vecteur portant le clone génomique de GRAS (pUC18/GRAS ; Lecordier ef al., 1993)

- Vecteur portant le clone génomique de GRA6 (pUC18/G1 ; Lecordier ef al., 1995)

- Vecteur portant ’ORF de SAG1 (pUC19/p30 clone 28 ; Moleon et al., 1994)

- Vecteur portant ’ORF de CD46 (pKS/CD46, produit pour ce travail a partir d’'un mélange
d’ADN complémentaires de cellules de type testiculaire et de cellules HeLa)

- Vecteur portant I’ORF de CD8 (pTMI/CDS, don du Dr J. Dubuisson, Institut Pasteur, Lille)
- Vecteur portant ’ORF de GRA1 (Topo/GRA1 produit au laboratoire)

- Vecteur portant ’ORF de GRA7 (pMAH14/GRA7 produit pour ce travail par RT-PCR a
partir d’ARN totaux de tachyzoites)

I-1-3- Vecteurs de co-transfection

- Vecteur pmini/HXGPRT porteur du géne de sélection HXGPRT (don de D. Roos ; Donald et
al., 1996)
- Vecteur SK/TUBS5/bleo/SAGI (don de D. Soldati)
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I-2- Stratégie de clonage

Les amorces utilisées (Tableau III) ont ét¢ dessinées a partir des séquences publiées de GRAS
(Lecordier et al., 1993), GRA6 (Lecordier et al., 1995), GRAI (Cesbron-Delauw et al. 1989),
CDS8 (Littman et al., 1985), CD46 (Lublin et al., 1988) et SAGI (Nagel et al., 1988). Toutes
les constructions réalisées ont été vérifiées par séquencage (Génome express, Meylan, France
et GATC-Biotech, Constance, Allemagne). La technique de clonage utilisée repose sur
I’hybridation directe des fragments de PCR successifs, ce qui présente 1’avantage d’une
certaine rapidité puisqu’elle fait intervenir peu d’étapes de clonage intermédiaires. Elle
permet également de joindre des fragments de PCR distincts sans introduire d’acides aminés
supplémentaires dans la séquence protéique. Cette technique est illustrée dans le cas de

GRAS5-TM CD46-GRAS sur la figure 34.

1-2-1- Vecteurs destinés a étre transfectés dans les parasites

Le géne CD46 est d’abord amplifié par PCR a partir d’'une banque composée d’un mélange
d’ADN complémentaires de cellules de type testiculaire et de cellules HeLa puis cloné dans
un vecteur pBluescript KS*. Ce plasmide est utilisé comme matrice pour 1’amplification de

CD46 avant clonage dans le vecteur pMAH14 dans les sites Smal et EcoRI.

Sauf dans le cas de CD46, les fusions plasmidiques destinées a étre transfectées chez
Toxoplasma sont clonées sous le controle des régions de régulation du geéne GRAS
(promoteur, 5’ et 3° NTR).

En ce qui concerne les fusions GRAS5-TM CDS8-GRAS5 et GRAS-TM CD46-GRAS, des
fragments spécifiques de GRAS5, CDS ou CD46 sont amplifiés a partir des plasmides
pUCI18/G5, pTMI/CD8 ou pKS/CD46 respectivement. Par hybridation des différents
fragments PCR amplifiés, on obtient les fragments complets 5 GRA5- GRAS5-TM CDS-
GRAS- 3" GRAS et 5° GRAS5 -GRAS-TM CD46-GRAS- 3 GRAS5 qui sont alors clonés dans
les sites BamHI- Notl du vecteur pmini/HXGPRT (voir Figure 34 pour GRA5-TM CD46-
GRADS). Pour toutes les autres constructions, les régions régulatrices de GRAS (promoteur, 5’-
et 3’-NTR) sont amplifiées dans un premier temps a partir du clone pUC18/GS5 puis clonées

dans le vecteur pMAH4. On obtient ainsi le vecteur pMAH4 5°GRAS5 3°’GRAS. Les amorces
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choisies pour amplifier la région 5’NTR de GRAS5 sont dessinées de fagon a inclure le
promoteur de GRAS, la partie 5’NTR, le codon initiateur et les deux codons adjacents de

I’ORF de GRAS. Des fragments spécifiques de GRAS5, GRA6, SAG1 ou CD46 ORF sont alors

ADN matrice et amorces

Produits PCR

RA5 -CD1 SNTR
Etape 1 pUC18GRAS5 ——(_—— , B . - 691bp
GRA5-CD13 Produit 1
GRA5 -CD14\ TMCD46
. —— 105bp
Etape 2 Topo CD46 — i EEENEN— )
P N Produit 2
GRA5-CD15
GRA5-CD16 SNTR
— -— 455bp
Etape 3 pUC18 GRAs — o EEEI.— Produit 3
<\ GRA5-CD6
—> Produit 1
Etape 4 GRASCDIZ o SNTR TMCD46
. — —_— - -
Produit 2 ==ii— B 810bp
GRAS5-CD15 Produit 4
GRA5-CD1 .
Produit 4
TMCD46
Etape 5 . - 5'NTR 3NTR
. <=—GRA5.CD6 p — NN TUEE—— \ 1200bp
Produit 3

Produit final : GRA5-TM CD46-GRA5

Fig. 34 : Représentation schématique de la construction GRAS-TM CD46-GRAS par PCR.
Les traits épais représentent les régions codantes de GRAS5 ou de CD46, tandis que les traits
fins correspondent aux régions 5° et 3° NTR. Les amorces ont été dessinées deux a deux
pour amplifier le domaine TM de CD46 et les régions codantes de GRAS5 sans son TM
(étapes 1-3). Les produits sont alors purifiés par extraction sur gel. Les amorces posseédent
des régions complémentaires avec 1I’extrémité de la portion adjacente d’ADN (les régions de
méme couleur sont complémentaires), ce qui permet I’hybridation et 1’¢longation du produit
GRAS5-TM CD46-GRAS au cours des étapes 4 et 5.

Les fleches horizontales représentent les régions d’hybridation des amorces, tandis que les
bases flottantes sont représentées en diagonale. Des sites de restriction ont été introduits a

chaque extrémité de la construction (traits rouges fins). B, BamH1; N, Not1.
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amplifiés a partir des vecteurs pUCI18/GS5, pUCI18/G1 Pst, pUC19/p30 clone 28, ou
pKS/CD46 respectivement. Les produits d’amplification complets obtenus par hybridation
successive des fragments adjacents sont alors clonés dans les sites Smal et EcoRI du vecteur
pPMAH4 5°GRAS5 3°GRAS. De cette fagon, toutes les fusions obtenues par cette technique sont
clonées en phase d’une part avec le codon initiateur et les deux premiers acides aminés de

GRAS, et d’autre part avec 1’étiquette HA-FLAG C-terminale.

1-2-2- Vecteurs destinés a étre transfectés dans les cellules de mammifére

Les regions codantes de GRAS5, GRAI et CD46 sont clonées en phase avec 1’étiquette HA-
FLAG C-terminale du vecteur pMAH4. Ces vecteurs servent de matrice a I’amplification de
GRAS-H, GRAS-HF, GRA1-H et CD46-1. Apres clivage par les enzymes BamHI et Xhol, les
fragments PCR obtenus sont clonés dans le vecteur pcDNA3.1 qui contient le promoteur fort

du Cytomegalovirus (CMV), ce qui permet 1’expression en cellules de mammiferes.

En ce qui concerne le plasmide GRA7-H, I’'ORF de GRA7 a d’abord été amplifiée par RT-
PCR a partir d’ARN totaux de tachyzoites. Le clonage du produit PCR obtenu dans le vecteur
pPMAH4 permet I’amplification ultérieure de la construction GRA7-H avant clonage en
pcDNA3.1.

Le vecteur MLO2-F a été produit par le Dr M. A. Hakimi.
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Nom de I’amorce Séquence de I’amorce de 5’ vers 3’ TM (°C) Longueur du
fragment

amplifié (pb)

Constructions a transfecter dans le parasite

CD46-TM CD46-CD46-HF 1165

Amplification de I’ORF compléte de CD46: 1298

CD46-R CGGAATTC (site EcoRI) 68

CD46-F CGGGGTACC (site Kpnl) 70

Amplification de CD46 avant clonage dans le vecteur pKSJr modifié :

CD46-HF1 TCCCCCGGG (site Smal) 60

CD46-HF2 CGGAATTC (site EcoRI) 60

Amplification des parties 5’et 3° NTR de GRAS:

Amplification du 5* UTR: 884

GRAS5-HF1 CGGGATCCTGGTTCTCTTACACGTTGCAA (site BarnHI) 58

GRAS-HF2 TCCCCCGGGAGACGCCATTTTGTTACTTCAC (site Smal) 60

Amplification du 3’NTR: 394

GRAS5-HF3 CCCGCTCGAGGGGGCACTGTGTTGCTCG (site Xhol) 60

GRAS5-HF4 GGGGTACCGCGCCTTGTGTGCGAATCA (site Kpnl) 60

SAG1-TM CD46-CD46-HF 1029

Amplification du Nt SAG1: 861

SAGI-HF1 TCCCCCGGGTTTCCGAAGGCAGTGAAGGCAGTGAGACGC (site Smal) 58

SAGI-HF3 TGCAGCCCCGGCAAACTC 60

Amplification de TM CD46+Ct CD46: 168

CD46-HF16 GAGTTTGCCGGGGCTGCA 64

CD46-HF2 60

(PS CD46)-GRAS-TM GRAS-GRAS-HF 417
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Amplification du PS CD46: 125
CD46-HF1 60
CD46-HF14 CTACGTCACGCGTTGAACC 54
Amplification de (A PS)-GRAS5-TM GRAS5-GRAS: 292
GRAS-HF14 GGTTCAACGCGTGACGTAG 54
GRAS-HF6  CGGAATTCCTCTTCCTCGGCAACTTCTT (site EcoRI) 60

(PS GRA5)-SAG1-TM CD46-CD46-HF 1035
Amplification de 5’UTR+PS GRAS: 968
GRAS-HF1 58
GRAS-HF13  TCCCCCGGGTACGTCACGCGTTGAACC (site smal) 56
Amplification de (A PS)-SAG1-TM CD46-CD46 from SAG1-TM CD46-CD46-HF: 943
SAG1-HF6 TCCCCCGGGTCGGATCCCCCTCTTCTTGTTG (site Smal) 60
CD46-HF2 60
GRAS-TM GRAS-CD46-HF 330
Amplification du Nt GRA5+TM GRAS: 224
GRAS-HFS  TCCCCCGGGGTAAAACGCGTCGTTGTGG (site Smal) 58
GRAS-HF12 CAACAATCGCAGTAGTGAC 56
Amplification de Ct CD46: 106
CD46-HF11 GTCACTACTGCGATTGTTG 58
CD46-HF2 60
SAG1-TM CD46-GRAS-HF 1011
Amplification du Nt SAG1: SAG1-HF1 + SAG1-HF3 861
Amplification du TM CD46: CD46-HF16 + GRAS5-CD15 69
Amplification de Ct GRAS: 81
GRA5-CD16 AAAAGGAGGAGGAGAAGACGCG 58
GRAS-HF6 60
SAG1-TM GRAS5-GRAS-HF 995
Amplification du Nt SAG1: 861
SAG1-HF1 58
SAG1-HF5 CTGCAGCAAGTCCCACTGCTGCAGCCCCGGCAAACTC 60
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Amplification de TM GRAS + Ct GRAS:
GRAS5-HF16 GAGTTTGCCGGGGCTGCAGCAGTGGGACTTGCTGCAG

GRAS5-HF6

62

60

134

GRAS-TM CD46-GRAS

1208

Amplification du Nt GRAS:

GRAS-CD1 CGGGATCCAGCCAGTACTTCAAGATG (site BamHI)
GRAS-CD13 AGTCCTCACTGGATGTC
Amplification du TM CD46:

GRAS5-CD14 GACATCCAGTGAGGACT

GRA5-CD15 CGCGTCTITCTCCTCCTTTIT

Amplification du Ct GRAS:

GRAS-CD16

GRA5-CD6  ATAGTTTAGCGGCCGCTTGTGTGCGAATCAGG (site Notl)

52

52

54

56

58

48

685

69

454

GRAS5-TM CD46-GRAS5-HF

1307

Amplification de GRA5-TM CD46-GRAS5: GRAS-HF5+GRAS-HF6

GRAS-TM CD8-GRAS

1219

Amplification du Nt GRAS:

GRAS-CDI CGGGATCCAGCCAGTACTTCAAGATG (site EcoRI)
GRA5-CD2  CGCCCAGATGTAGATATCAGTCCTCACTGGATGTC
Amplification du TM CDS:

GRAS-CD3  GACATCCAGTGAGGACTGATATCTACATCTGGGCG
GRAS5-CD4  GCGTCTTCTCCTCCTTTTGTGGTTGCAGTAAAGGG
Amplification du Ct GRAS:

GRA5-CDS  CCCTTTACTGCAACCACAAAAGGAGGAGAAGACGC

GRA5-CD6  ATAGTTTAGCGGCCGCTTGTGTGCGAATCAGG (site Notl)

52

52

54

52

54

48

685

80

454

GRAS-TM CD46-CD46-HF

389

Amplification du Nt GRAS5: GRAS5-HF5+GRAS5-CD13

Amplification de TM CD46 + Ct CD46: GRA5-CD14 + CD46-HF2

221

168

SAGI1-8aa-TM GRAS5-GRAS-HF

1019

Amplification du Nt SAG1:

SAG1-HF1

121

58
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SAG1-HF4 CACTGGATGTCCAGTCACTGCAGCCCCGGCAAACTC 60

Amplification de 8aa-TM GRAS-Ct GRAS: 158
G5-HF15 GAGTTTGCCGGGGCTGCAGTGACTGGACATCCAGTGAG 62

G5-HF6 60

GRA6-TM CD46-CD46-HF 631
Amplification du Nt GRAG6: 463
GRAG6-HF1 TCCCCCGGG (site Smal) 62

GRAG6-HF2 60

Amplification de TM CD46 + Ct CD46: 168
CD46-HF19 54

CD46-HF2 60

SAG1-TM GRA6-GRA6-HF 1094
Amplification du Nt SAGI: 861
SAG1-HF1 58

SAGI1-HF9 TGCAGCCCCGGCAAACTC 60

Amplification de TM GRA6+Ct GRA®6: 233
GRA6-HF4 GAGTTTGCCGGGGCTGCA 56

GRAG6-HF5S CGGAATTC (site EcoRI) 56
Constructions a transfecter en cellules HEK

GRAS-H et GRAS-HF

Amplification de GRAS: 393
pcG5.2 CGGGATCCCGATTTTCGTGAAGTAACAAAATG (site BamHI) 64

GRAS-HF6 60
Amplification de GRAS-H: 429
pcGS5.2 64

CD46-HA4 CCGCTCGAGTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATG (site Xhol) 66
Amplification de GRAS-HF: 492
pcG5.2 64
GRAS-FLAG CCGCTCGAGTTACTTGTCGTCATCGTCTTTG (site Xhol) 62

GRA7-H

Amplification de GRA7: 926
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pcG7.1 CGGGATCC (site BamHI) 72

pcG7.2 CCGGAATTC (site EcoRI) 72

Amplification de GRA7-H: 962
peG7.1 72

pcG7.3 CCCCGGATATCTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATG (site EcoRV) 66

CDA46-1

Amplification de CD46: 1167
CD46-HA3 GGGGTACC (site Kpnl) 56

CD46-HF2 60

Amplification de CD46-H: 1203
CD46-HA3+CD46-HA4

GRAl-H

Amplification de GRA1 569
pcGl-1 CGGGATCC (site BamHI) 68

pcG1-2 CCGGAATTC (site EcoRI) 66

Amplification de GRA1-H: pcG1-1 + CD46-HA4 605

Tableau I1I : Séquence des amorces utilisées pour les PCR. La longueur de chaque fragment

PCR est donnée en paires de bases (pb). La température d’hybridation de chaque réaction de

PCR est indiquée (TM). La signification des couleurs utilisées est indiquée ci-dessous :

XYZ
XYZ

XYZ

XYZ:

: régions d’appariement avec le géne GRAS
: régions d’appariement avec le géne CD8

: régions d’appariement avec le géne CD46
: régions d’appariement avec le géne SAG!
: régions d’appariement avec le géne GRA6

: régions d’appariement avec le géne GRA 1

régions d’appariement avec le géne GRA7

Sites de restriction incorporés dans les amorces.
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II- Techniques de biologie cellulaire

II-1 Culture des parasites et des cellules

T. gondii est un parasite intracellulaire obligatoire qui en laboratoire peut étre propagé sous sa
forme proliférative tachyzoite, par passages successifs en cellules HFF (Human Foreskin
Fibroblasts, ATCC-CRL 1634) ou HeLa (Human Epithelial cells; ATCC-CLL 2). Ces
cellules sont cultivées a 37°C, sous 5% CO,, en milieu D10 : Dubelcco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, GibcoBRL), additionné¢ de 10% de sérum de veau feetal (SVF), 1% de
glutamine, 50 U/mL de pénicilline et 50 pg/uL de streptomycine. Lorsque le tapis cellulaire
est confluent, les parasites sont déposés a raison d’un parasite par cellule. La culture est

maintenue jusqu’a la lyse des cellules. Les souches de parasites utilisées sont les suivantes :

- RH, ATCC-50174 (Frenkel, 1953)

- RH hxgprt (Donald et al., 1996)

- Agra5 (RH hxgprt) (Mercier et al., 2001)

- Agra6 (RH hxgprt) (Mercier et al., 2002)

- Asagl (Rachinel et al., 2004)

- Agra5+GRAS-uF cl28 (Braun et al., 2007)

Les cellules HEK 293-T (ATCC-CRL 11268) sont ¢galement maintenues en D10.

I1-2- Transfection, sélection et clonage de 7. gondii

II-2-1- Transfection des parasites

La transfection est réalisée dans les parasites extracellulaires, filtrés a I’aide d’une membrane
nucléopore de 3 pum de diamétre, centrifugés et lavés en cytomix (un milieu dont la
composition est proche de celle du cytosol). Aprés comptage en hématimetre de Thomas,
8.107 parasites sont mis en présence de 75 pg de I’ADN plasmidique contenant le géne a
exprimer et éventuellement 2 a 3 pgde vecteur contenant le géne de résistance HXGPRT ou
Bleo. Les parasites sont électroporés a 2000V, 50 pF, 25 Q, a I’aide de 1’¢électroporateur ECM
630 (BTX), puis mis en culture sur un tapis cellulaire de HFF (Soldati and Boothroyd, 1993).

Pour analyser I’expression transitoire des protéines, les parasites sont cultivés sur des lamelles
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recouvertes de cellules HFF pendant 24 h a 37°C, 5% CO, avant analyse par
immunofluorescence. Les transfections réalisées dans les différentes souches parasitaires sont

répertoriées dans le tableau I'V.

11-2-2- sélection et obtention de transformants stables

En vue d’obtenir des transformants stables, les parasites sont cultivés sans pression sélective
pendant 2 jours, puis ceux qui ont intégré le plasmide portant les génes de résistance sont
sélectionnés par application de la drogue appropriée. Dans les cas de co-transfection,
I’incorporation de ce plasmide est moins probable que celle du plasmide d’intérét, ce qui
permet de sélectionner par cette méthode les parasites qui ont également intégré le plasmide

d’intérét.

- Les parasites dérivés de la souche Asagl sont sélectionnés par la phléomycine aprés co-
transfection du plasmide SK/TUBS5/bleo/SAGI1. Le géne bleo, issu du transposon 5 bactérien,
permet de résister a la phléomycine qui est un intercalant létal de I’ADN (Messina et al.,
1995). La sélection est réalisée lors du traitement des parasites extracellulaires repris & 107
toxoplasmes/mL dans 50 pg/mL de phléomycine. Cette sélection s’opére lors de trois

passages successifs.
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Plasmide portant le géne d’intérét Plasmide co- Souche parasitaire sélection
transfecté transfectée
CD46-TM CD46-CD46-HF pmini/HXGPRT RH hxgprt Acide mycophénolique+xanthine
SAG1-TM CD46-CD46-HF SK/TUBS5/bleo/SAG1 Asagl Phléomycine
(PS CD46)-GRAS5-TM GRAS5-GRAS-HF - Agra5 (RH hxgprt) -
(PS GRAS5)-SAG1-TM CD46-CD46-HF - Asagl -
GRAS-TM GRAS5-CD46-HF pmini/HXGPRT Agra5 (RH hxgprt) Acide mycophénolique+xanthine
SAG1-TM CD46-GRAS-HF SK/TUBS5/bleo/SAG1 Asagl Phléomycine
SAG1-TM GRAS5-GRAS-HF SK/TUBS5/bleo/SAG1 Asagl Phléomycine
GRAS-TM CD46-GRAS* - Agra5 (RH hxgprt) Acide mycophénolique+xanthine
GRAS-TM CD8-GRAS* - Agra5 (RH hxgprt) Acide mycophénolique+xanthine
GRAS-TM CD46-GRAS-HF - Agra5 (RH hxgprt) -
GRAS5-TM CD46-CD46-HF pmini/HXGPRT Agra5 (RH hxgprt) Acide mycophénolique+xanthine
SAG1-8aa-TM GRAS5-GRAS-HF SK/TUBS5/bleo/SAG1 Asagl Phléomycine
GRA6-TM CD46-CD46-HF pmini/HXGPRT Agra6 (RH hxgprt) Acide mycophénolique+xanthine
SAG1-TM GRA6-GRAG6-HF SK/TUBS5/bleo/SAG1 Asagl Phléomycine

Tableau IV : Souches recombinantes parasitaires construites. Pour certaines souches, I’expression transitoire des protéines est étudiée (cas
indiqués par 1’absence de sélection). La sélection des parasites permet 1’obtention de lignées stables. Cette sélection est permise par la co-
transfection d’un plasmide porteur d’un géne de résistance a la drogue utilisée, ou par I’intégration directe sur le plasmide transfecté de ce gene

(cas indiqués par une astérisque).
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- Les parasites dérivés des souches RH hxgprt, Agra5 (RH hxgprt) et Agra6 (RH hxgprt)
sont sélectionnés grace a la co-transfection du plasmide pmini/HXGPRT sous 1’action
conjuguée de la xanthine a 50 pg/mL et de ’acide mycophénolique a 25 pg/mL (Donald et
al., 1996). En effet, ces parasites sont incapables d’exprimer l’enzyme hypoxanthine-
xanthine-phosphoribosyl-transférase (HXGPRT), qui est impliquée dans le métabolisme des
purines. En présence d’acide mycophénolique, seuls les parasites qui ont intégré un plasmide
contenant le gene HXGPRT sont capables de survivre en synthétisant les purines a partir de la

xanthine (Figure 35).

La pression de sélection est maintenue dans le milieu de culture jusqu’au clonage.

Adénosine —————p AMP <€ Adénosine

| $ |

Hypoxanthine  —————3p p Inosine

HXGPRT ‘\HXGPRT
Acide —_—

ae IMP
mycophénolique déshydrogénase Hypoxanthine

v
HXGPRT

v
GMP

Fig. 35 : Métabolisme des purines chez 7. gondii. La sélection des parasites transfectés fait
appel au systeme xanthine-acide mycophénolique. L’acide mycophénolique bloque la seule
voie de production de GMP chez les parasites délétés pour le géne HXGPRT. Les parasites
ayant acquis une copie exogene du géne sont capables de synthétiser les purines a partir de la
xanthine fournie dans le milieu. AMP, adénosine monophosphate; GMP, guanosine
monophosphate ; XMP, xanthine monophosphate ; HXGPRT, Hypoxanthine xanthine

guanine phosphoribosyl transférase.

11-2-3- Clonage des parasites sélectionnés

Les parasites sélectionnés sont centrifugés, comptés, repris a 10° toxoplasmes/mL en DMEM

et dilués par entralnement afin d’obtenir 1 ou 2 parasites par puits dans des plaques de 96
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puits contenant des cellules HFF confluentes. Les plaques sont incubées pendant 5 jours puis
observées a faible grossissement (x2,5) de fagon a sélectionner les puits ou il ne s’est
développé qu’une seule plage de lyse. Quand les plages de lyse se sont suffisamment
développées, les clones sont transférés en plaques de 24 puits et amplifiés. Un schéma
représentant les différentes étapes de la transfection jusqu’a 1’obtention de transformants

stables est proposé sur la figure 36.

Construction chimeére HXGPRT
— T |
ou
Construction chimeére HXGPRTou Bleo
_—  —  + [
~N
E TRANSFECTION

l:= SELECTION

000000000000
e H
000000000000 NAGE
000000000000

¥ AMPLIFICATION

' ‘ ‘ Analyse par
—> .
immunofluorescence

et western blot

Fig. 36 : Transfection de T.gondii. Des tachyzoites HX sont transfectés par électroporation et
utilisés pour infecter des cellules HFF en culture. En présence de la drogue appropriée, les
parasites qui ne possedent pas le géne de résistance sont éliminés. Les toxoplasmes transfectés
sont clonés par dilution limite en plaques 96 puits puis amplifiés en plaques 24 puits avant

analyse.
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I1-3- Transfection transitoire des cellules de mammiféres HEK 293-T

L’expression de GRAS, GRA7 et GRA1 dans les cellules de mammiferes a été¢ étudiée dans
les cellules HEK 293-T (Human Embryonic Kidney). Apres traitement a la trypsine 0,01%,
les cellules sont resuspendues en milieu complet. Pour les analyses par immunofluorescence,
les cellules sont déposées dans des plaques de 24 puits préalablement traitées a la
polyornithine 2.5 pg/mL (afin de favoriser I’adhérence des cellules dans les puits). Apres 24h
de culture a 37°C sous 5% CO,, les cellules sont transfectées avec 1.25 pg d’ADN par la
méthode de précipitation au calcium-phosphate (Sambrook and Russell, 2001). Les cellules
sont fixées 36 h apreés. Pour les analyses biochimiques effectuées a partir des HEK, les
cellules sont mises a pousser dans des bouteilles de 180 cm?. La transfection s’effectue par la
méme méthode et le profil de solubilité des protéines est analysé par fractionnement cellulaire

comme décrit ci-dessous.

I1I- Analyse de I’expression des protéines chimeres

III-1- Analyses informatiques

Les logiciels TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/) et TMPRED

(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html) disponibles a partir du serveur

ExPasy proteomics ont été utilisés pour prédire la topologie des protéines GRA dans les
cellules HEK 293-T.
Les scores d’hydrophobicité de différents domaines TM ont été calculés a partir de 1’échelle

de Kyte et Doolittle (http://gcat.davidson.edu/rakarnik/aminoacidscores.htm).

La recherche de signaux d’adressage présents dans la séquence des protéines GRAs a été

effectuée par utilisation des programmes PSORT (http://wolfpsort.org/) et MEME/BLAST

(http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html). Les structures secondaires des protéines GRAs ont

été prédites entre autres par utilisation du logiciel de prédiction GOR IV (http:/npsa-
pbil.ibep.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html).
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III-2- Immunofluorescence (IF)

Des cellules HFF sont cultivées jusqu’a confluence sur des lamelles de verre en plaques 24
puits et infectées par une suspension parasitaire pendant une nuit, puis fixées au formaldéhyde
5% pendant 20 min. La perméabilisation des cellules est nécessaire pour permettre le
marquage des différentes structures. Le traitement au triton X-100 0,1% conduit & une
perméabilisation totale de la cellule infectée, tandis que la saponine 0,002% permet une
perméabilisation sélective de la membrane de la cellule hote et de la membrane vacuolaire
(Sibley et al., 1995). L’effet de la saponine étant réversible, elle doit étre maintenue pendant
tout le processus de marquage. Les parasites extracellulaires sont fixés aprés adhésion pendant
30 min a 37 °C sur des lamelles de HFF, puis perméabilisés au triton X-100 0.1%. Les
lamelles de cellules HEK 293-T sont soit perméabilisées au triton X-100 0.1% soit traitées

directement, sans fixation ni perméabilisation, dans le cadre des études de topologie.

Les lamelles sont ensuite saturées en SVF 5% et sérum de chévre 5%. La protéine recherchée
est détectée par incubation des lamelles avec un anticorps primaire spécifique puis avec un
anticorps secondaire de chévre de type Alexa (Invitrogen, Molecular Probes) (tableau 4). Les
lamelles sont montées sur lame a 1’aide du kit Prolong Antifade (Molecular Probes) et
observées en épifluorescence au grossissement x100 a I’aide d’un microscope Axioplan 2
(Zeiss). Les photographies sont réalisées a ’aide d’une caméra Axiocam MRm (Zeiss)
couplée au logiciel d’acquisition axiovision 4.5, et traitées grace au logiciel Adobe photoshop

6.0.

I11-3- Techniques de fractionnement cellulaire

I11-3-1- Fractionnement cellulaire de parasites extracellulaires

Afin d’analyser les propriétés biochimiques des protéines fusion a I’intérieur du parasite, des
parasites extracellulaires sont traités comme décrit précédemment (Lecordier ef al., 1999). Les
parasites obtenus par lyse de cellules Hela sont comptés, puis resuspendus en PBS sans
calcium et magnésium contenant 1 mM d’EGTA et des inhibiteurs de protéases, (« Protease
Inhibitor Cocktail », Roche Diagnostics) pour obtenir une concentration d’environ 10°

parasites.mL™'. Les parasites sont lysés par trois cycles de congélation/décongélation (azote
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liquide/bain-marie a 37°C). Une extraction au triton (Bordier, 1981) est réalisée sur une partie
du lysat parasitaire obtenu afin de séparer la fraction insoluble (I) de la phase détergent (D) et
de la phase aqueuse (A). Le reste du lysat parasitaire est centrifugé 10 min a basse vitesse a
4°C, ce qui permet I’obtention du LSP (Low speed Pellet). Le surnageant obtenu (LSS ; Low
Speed Supernatant) est divisé en fraction soluble (HSS ; High Speed Supernatant) et insoluble
(HSP ; High Speed Pellet) par une centrifugation a haute vitesse (1.5 h a 100000 x g a 4°C).
Pour analyser les protéines non relarguées par le cycle de congélation/décongélation, la
fraction LSP contenant les débris parasitaires est resuspendue en Tris 50 mM [pH 8.0] et
traitée avec différents agents dénaturants (urée 6 M, Nonidet P-40 [NP-40] 1%) pendant 30
min a 4 °C. Les fractions solubles et membranaires sont ensuite séparées par centrifugation a
haute-vitesse (1.5 h a 100000 x g a 4°C). Les différentes fractions sont analysées par SDS-
PAGE puis immunoblot.

111-3-2- Fractionnement de cellules infectées

Les formes vacuolaires des protéines de fusion sont analysées a partir de cellules HFF
infectées sur la nuit comme décrit précédemment (Sibley et al., 1995). Les cellules sont lavées
en PBS afin d’éliminer les parasites extracellulaires, puis décollées mécaniquement a 1’aide
d’un grattoir. Apres lyse des cellules par passage a travers une aiguille 27 g, les parasites
intacts et les déchets cellulaires sont éliminés par centrifugation a 2500 x g pendant 10 min.
La fraction soluble vacuolaire (HSS pour High Speed Supernatant) est séparée de la fraction
membranaire (HSP pour high Speed Pellet) par ultracentrifugation a 100,000 x g. Dans
certains cas, les protéines fusions sont trouvées associées a cette fraction membranaire. La
nature de cette association est alors déterminée par traitement du HSP a I'urée 6 M et au NP-
40 0.1% pendant 30 min a 4°C. Les protéines solubilisées par ces traitements (S) sont séparés

des résidus membranaires (P) au cours d’une deuxiéme étape d’ultracentrifugation.

II1-3-3- Fractionnement des cellules HEK 293-T

Afin d’analyser les propriétés de solubilité des protéines GRA en cellules de mammiferes, la
procédure de fractionnement des cellules infectées a été adaptée aux cellules HEK. Les
cellules sont collectées 36 h apres transfection, resuspendues en PBS, et lysées par passage a
travers une seringue 22 g. Apres ¢élimination des noyaux et des débris cellulaires par
centrifugation 10 min a 1000 x g, le surnageant est centrifugé pendant 30 min a 130,000 x g.

On obtient ainsi une fraction ultrasoluble (HSS) et un culot membranaire obtenu (HSP) qui est
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resuspendu en PBS et traité par différents agents (NaCl 1M, carbonate de sodium 0.1 M [pH
11.3], urée 6 M ou NP-40 1%). Apres une incubation de 30 min sur la glace, les échantillons
sont centrifugés a 130,000 x g pendant 30 min pour séparer les protéines solubilisées (S) des

résidus (P).

Dans toutes les expériences de fractionnements présentées, les surnageants obtenus apres
traitement au tris, a I’'urée ou au carbonate de sodium sont précipités a I’acide trichloracétique
1 % alors que les surnageants obtenus apres traitement au NaCl ou au NP-40 sont précipités
par deux volumes d’acétone. Ces expériences ont été répétées trois fois pour vérifier la

reproductibilité des résultats.

I1I-4- Séparation des protéines par électrophorése SDS-PAGE et détection

des protéines par immunoblot

Les culots protéiques obtenus sont resuspendus dans un tampon dénaturant (Laemmli, 1970)
puis dénaturés 5 min a 90°C. Les échantillons sont alors séparés sur gel de polyacrylamide
SDS-PAGE (13% d’acrylamide). Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de
nitrocellulose (Hybond ECL, Amersham). La membrane est saturée dans une solution de lait a
5% en PBS, puis les protéines sont mises en évidence par incubation avec un anticorps
primaire spécifique (tableau V) suivie par une autre incubation avec un anticorps secondaire
couplé a la peroxydase (Jackson Immuno Research) (tableau VI). La révélation est réalisée

par chimioluminescence (Pierce Chemical, Rockford, IL).
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Type Anticorps Cible PM Dilution Dilution Référence
d’anticorps apparent IF immunoblot
(kDa)
TG17-113 GRAS 21 1/500 1/5000 Charif et al., 1990
TG 05-54 SAGI 30 1/500 - Rodriguez et al., 1985
" % TG17-43 GRA1 27 - 1/20000 Charif et al., 1990
% g TG 17-179 GRA2 28 1/500 - Charif et al., 1990
f—é g TG2H11-Dl GRA3 30 - 1/10000 Achbarou et al., 1991
< g BATO214 GRA7 29 1/500 . Jacobs et al., 1998
Bio M2 anti- | Etiquette FLAG - 1/500 1/1000 Sigma-Aldrich
FLAG
TRA2-10 CD46 80 1/500 - Andrews et al., 1985
Sérum de lapin GRA3 30 1/500 - Don de JF Dubremetz
" é Sérum de lapin GRA6 32 1/500 1/10000 Labruyere et al., 1999
g g Sérum de souris GRA5S 21 1/500 - Lecordier et al., 1999
‘é g, Sérum de lapin | Etiquette HA - 1/1000 1/3000 Produit au LAPM par le Dr
< é M. A. Hakimi
Sérum de lapin CD46 80 - 1/7000 Liszewski et al., 1996

Tableau V : Liste des anticorps primaires utilisés. IF, Immunofluorescence ; PM, Poids moléculaire ;

-, non appliqué.

Anticorps Type d’anticorps Dilution IF Dilution Provenance
immunoblot
Alexa Fluor® 488-sérum de chévre | anti-IgG (H+L) de souris 1/500 - Molecular Probes
Alexa Fluor® 594- sérum de chévre | anti-IgG (H+L) de lapin 1/500 - Molecular Probes
Alexa Fluor® 488-sérum de cheévre | anti-IgG (H+L) de lapin 1/500 - Molecular Probes
Alexa Fluor® 594- sérum de chévre anti-IgG (H+L) de souris 1/500 - Molecular Probes
Sérum de chévre-péroxydase anti-IgG (H+L) de souris - 1/10000 Jackson Immuno Research
Sérum de chévre-péroxydase anti-IgG (H+L) de lapin - 1/15000 Jackson Immuno Research

Tableau VI : Liste des anticorps secondaires utilisés.IF, immunofluorescence ; -, non appliqué.
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RESUME

Parmi les mécanismes de survie intracellulaire connus, 1’export de protéines solubles ou
transmembranaires visant a modifier différents compartiments de la cellule-hdte est une
stratégie employée par de nombreux pathogénes. Chez Toxoplasma gondii, il a été montré que
les granules denses (GD) constituent la voie par défaut pour les protéines solubles. Par contre,
le tri de protéines transmembranaires vers les GD plutot que vers la membrane plasmique du
parasite (MPP), et leur maintien sous forme soluble avant insertion membranaire post-
sécrétoire, font appel a des mécanismes originaux qui restent a élucider.

La protéine de GD GRAS est adressée a la membrane de la vacuole parasitophore (MVP)
apres sécrétion. Exprimée en cellules de mammiféres, GRAS est adressée a la membrane
plasmique avec une topologie de type I, ce qui refléte la particularité des mécanismes de
sécrétion de 7. gondii. Par une approche basée sur des protéines chimériques présentant des
domaines spécifiques de GRAS et d’une protéine transmembranaire de surface parasitaire,
nous avons pu identifier les déterminants de I’adressage a la MPP versus a la MVP. Nous
avons ainsi pu démontrer que le domaine Nt de GRAS est impliqué dans I’adressage soluble
aux GD et est essentiel pour I’insertion membranaire post-sécrétoire dans la MVP. Ces
résultats, qui ont ét¢ étendus a une autre protéine GRA transmembranaire (GRAO),
contredisent 1’idée largement répandue selon laquelle les signaux d’adressage des protéines
transmembranaires seraient présents dans la queue C-terminale et/ou dépendraient de la
longueur du domaine transmembranaire de ces protéines.

ABSTRACT

The success of many intracellular pathogens relies on the export of both soluble and
membrane-bound proteins that are destined to modify various compartments of the host cell.
In Toxoplasma gondii, it is well established that the dense granules (DG) constitute the default
constitutive pathway for soluble proteins. By contrast, the mechanism by which
transmembrane proteins are sorted to the DG instead of the parasite plasma membrane (PPM),
and are maintained in a soluble form while adopting a transmembrane topology after secretion
is not known.

The GRAS DG protein of 7. gondii is targeted to the parasitophorous vacuole membrane
(PVM) after soluble secretion. Expression of GRAS in mammalian cells revealed that the
protein is targeted to the cell surface with a type I topology, providing evidence that soluble
trafficking of GRAS within the parasite is peculiar. By using chimeric proteins containing
specific domains of GRAS and a plasma membrane targeted transmembrane protein, we
investigated which are the determinant(s) of PPM versus PVM targeting. We demonstrated
that the GRAS Nt domain is involved in soluble targeting within the DG and is essential for
insertion into the PVM. These results, that were extented to another transmembrane GRA
protein (GRAO6), contrast with the broad acceptance that sorting signals are present within the
cytoplasmic tail of membranous proteins and/or depend on the size of their transmembrane
domain.
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