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sociétés de biotechnologies de I'agglomération grenobloise. Espace de I'Ouest Lyonais.

- Février 2010 : Initiation a la cytométrie en flux. Université Joseph Fourier, UFR de Pharmacie, Grenoble.

- Février-Juin 2010 : Anglais courant. CNRS, Chambre de Commerce et de I'Industrie, Grenoble.

- Janvier 2010 : Didactique de l'enseignement supérieur. Centre d’Initiation a I'Enseignement Supérieur
(CIES), Grenoble.

- Mai 2009 : Initiation a la microscopie photonique en biologie. UFR de Biologie, Université Joseph Fourier.

- Mai 2008 : Protéines membranaires et transports. Centre d’Energie Atomique (CEA), Grenoble.

- Janvier 2008 : Anglais : présentation scientifique, Université Joseph Fourier.



Liste des abréviations les plus courantes

aa : acide aminé

AAH : hélice alpha-amphipathique

DC : dichroisme circulaire

DLS : diffusion dynamique de la lumiére

DRM : domaine résistant aux détergents

GD : granule dense

GPI : ancre glycosyl phosphatidyl inositol

HOST : tubule de séquestration d’organites de la cellule hote
IMC : complexe membranaire interne

KO : mutant résultant de la délétion d'un géne

MVP : membrane délimitant la vacuole parasitophore
PI(4,5)P, : Phosphatidylinositol (4, 5) bi-pohsphate

PVE : extension de la membrane de la vacuole parasitophore dans le cytoplasme de la
cellule hote

RE : reticulum endoplasmique

RNM : réseau de nanotubes membranaires

SPR : résonance plasmonique de surface

LUV : large vésicule lipidique unilamellaire

VP : vacuole parasitophore



Avant propos

Toxoplasma gondii est un parasite intracellulaire obligatoire qui appartient au phylum des
Apicomplexa. Il se développe au sein de la cellule héte (tous les types de cellules de
mammiféres et d’oiseaux peuvent étre infectés), dans un compartiment spécialisé appelé
la « vacuole parasitophore » (VP). Ce compartiment constitue l'interface entre le parasite
et la cellule-hoéte, de qui le parasite dépend pour I'acquisition d’'un nombre important de
nutriments nécessaires a son développement. L'entrée du parasite dans la cellule héte, la
formation de la VP et le développement du parasite dans la VP sont orchestrés par la
sécrétion séquentielle a partir de trois types d’organites de sécrétion spécifiques du

phylum, les micronémes, les rhoptries puis les granules denses (GD).

La VP est caractérisée par trois types de systéemes membranaires : 1) la membrane
délimitant la VP, 2) des invaginations de cette membrane sous-tendues par des
microtubules cellulaires et 3) un réseau de nanotubes membranaires (RNM) qui connecte
les parasites entre eux dans |'espace vacuolaire et qui les connectent également a la
membrane vacuolaire. La composition exacte des membranes du RNM est actuellement
inconnue. De méme, le mécanisme de formation du RNM reste inconnu. Différentes
hypothéses, non exclusives I'une de l'autre, ont été émises quant a ses fonctions : 1) il
pourrait jouer un roéle structural au sein de la VP afin de faciliter une division
synchronisée des parasites ; 2) il pourrait jouer un réle trophique, en permettant I'import
des divers nutriments depuis la cellule héte ou inversement, en permettant I'export de
déchets métaboliques vers la cellule hote ; 3) il pourrait permettre I'export de protéines
parasitaires vers la membrane vacuolaire ou au-dela, dans le cytosol de la cellule hote et

enfin, 4) il pourrait étre directement lié a la virulence parasitaire.

Lorsque j'ai commencé ma thése, 10 protéines regroupées au sein de la famille des
protéines GRA, avaient été identifiées comme sécrétées dans la VP a partir des GD, juste
aprés formation de celle-ci. Suite a leur sécrétion dans le compartiment vacuolaire, les
10 protéines GRA avaient été pratiquement toutes détectées aux membranes de la VP
(membrane vacuolaire ou ses prolongements membranaires, RNM). Cette localisation
membranaire est en accord avec le fait qu’elles présentent dans leur séquence, des
domaines d’association membranaire (exemples : hélice alpha-hydrophobe
potentiellement transmembranaire dans le cas de GRA6 ou des hélices alpha-
amphipatiques dans le cas de GRA2). Néanmoins, que ce soit dans le compartiment
granulaire, avant leur sécrétion dans la VP, ou aprés sécrétion dans la VP, la plupart de
ces protéines avaient été décrites comme étant partiellement solubles. La fonction de ces

protéines GRA demeure actuellement inconnue. Une approche indirecte basée sur

2



I’'analyse du phénotype de parasites déficients pour I'expression de GRA2 et/ou de GRAS,
avait cependant permis de montrer que ces deux protéines sont indispensables a la
formation du RNM.

Mon projet de thése s’est inscrit dans le cadre global de I’'étude de la biogenése de la VP
et plus particulierement, de celle du RNM. Il visait plus précisément, a rechercher
comment les protéines GRA sont ciblées aux membranes du RNM et a comprendre quelle

est la part des protéines GRA2 et GRA6 dans la biogenése du RNM,

Dans la premiére partie de ce manuscrit, je présenterai une introduction au travail
effectué, introduction structurée en trois chapitres. Le premier chapitre présentera le
contexte biologique de I'étude, c’est-a-dire le parasite 7. gondii en tant qu’agent
pathogéne. Le deuxiéme chapitre introduira les connaissances actuelles concernant la
mise en place de la VP et de ses systémes membranaires, les protéines GRA, leurs
particularités et leurs roles possibles dans la maturation de la VP. Enfin, le troisieme
chapitre présentera des exemples de systemes de tubulation membranaire décrits chez
des microorganismes pathogénes et précisera |'état actuel des connaissances sur les
mécanismes de déformation membranaire. Il aménera a décrire plus en détails, les
protéines eucaryotes capables de déformer les membranes, notamment celles faisant
appel a des hélices alpha-amphipatiques.

Apres avoir rappelé les objectifs du travail sous forme de questions, j'exposerai dans la
deuxiéme partie de ce manuscrit, les résultats de mes travaux de recherche en trois
chapitres. Le premier s’attachera a la caractérisation des protéines de GD associées au
RNM. Dans ce chapitre, je présenterai I'étude biochimique de I'état de solubilité des
protéines GRA depuis les GD jusqu'a leurs membranes cibles, au sein de la VP. Je
présenterai également les travaux collaboratifs de caractérisation de GRA12, une
nouvelle protéine GRA secrétée a partir des GD et ciblée aux membranes du RNM (Article
N°1). Le deuxiéme chapitre présentera les travaux collaboratifs visant a déterminer le
réle du domaine N-terminal de GRA6 dans le ciblage de la protéine vers les membranes
du RNM (Article N°2). Enfin, le troisieme chapitre exposera les résultats concernant la
contribution des protéines GRA2 et GRA6 a la formation du RNM. L'approche utilisée a
consisté a développer un systéme minimaliste d'étude in vitro des interactions de GRA2
et GRA6 avec les membranes, en utilisant des protéines GRA produites sous forme
recombinante chez Escherichia coli et un systéme de petites vésicules lipidiques
unilamellaires (SUVs) (Article N°3).

Enfin, dans la troisieme partie du manuscrit, je synthétiserai les résultats obtenus,
mentionnerai les difficultés rencontrées au cours de ces études et exposerai les

perspectives envisagées a la suite de ce travail.
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INTRODUCTION
CHAPITRE I Le parasite Toxoplasma gondii, I'agent causal de la toxoplasmose

CHAPITRE I : Le parasite Toxoplasma gondii,
I'agent causal de la toxoplasmose

Toxoplasma gondii est un protozoaire qui appartient au phylum des Apicomplexa. Ce
phylum regroupe de nombreux agents pathogenes d’incidence majeure sur les plans
médical et vétérinaire (Plasmodium responsable du paludisme, Eimeria responsable des
coccidioses aviaires, etc). T. gondii peut infecter tous les animaux a sang chaud, y
compris I'homme et les oiseaux, chez lesquels il provoque la toxoplasmose, une des
parasitoses humaines les plus répandues dans le monde. Parasite intracellulaire
obligatoire, T. gondii se multiplie a I'intérieur de la cellule hote, au sein d'une vacuole
parasitophore (VP) qui se forme lors de la phase aigué de l'infection et qui évolue en un
kyste permettant aux parasites d’échapper au contréle du systéme immunitaire. Le
parasite s’enkyste donc dans les organes ou la pression du systeme immunitaire est la
plus faible. Les kystes caractéristiques de la phase chronique de l'infection perdurent
pendant toute la vie de l'individu.

Ce premier chapitre a pour objectifs d’introduire I'arriére-plan biologique du travail
réalisé pendant ma thése. Dans ce premier chapitre, je décrirai le parasite T. gondii, son
cycle de vie, la réponse immunitaire a l'infection, la physiopathologie de la toxoplasmose,

les traitements et les pistes actuelles de recherche pour la mise au point d’un vaccin.
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I-1) Découverte du parasite

T. gondii a été isolé pour la premiere fois en 1908, simultanément par Nicolle et
Manceaux, a linstitut Pasteur de Tunis, chez un rongeur nord africain, le gondi
(Ctenodactylus gundi) (Nicolle and Manceaux, 1909) (Figure 1) et par Splendore, au
Brésil, chez un lapin (Splendore, 1909). Les noms de genre et d'espéce du parasite
proviennent de sa morphologie (toxon = arc et plasma = forme) et du rongeur chez
lequel il a été découvert. Par la suite, T. gondii a été observé chez de nombreuses
especes de mammiferes et d'oiseaux mais ce n’est que dans les années 1920, que les
premiers cas de toxoplasmose humaine ont été décrits. Les données sur la toxoplasmose
et son épidémiologie ont été acquises trés progressivement. La mise au point des
premiers tests sérologiques dans les années 1940 a révélé la forte prévalence de la
toxoplasmose humaine. Le cycle biologique de ce parasite et la compréhension de son
mode de transmission n’ont été établis que dans les années 1960 par Hutchison, d’'une

part (Hutchison, 1965) et par Frenkel et Dubey, d'autre part (Frenkel et al., 1973).

Figure 1. Photo de rongeurs Ctenodactylus gundi. C'est |'animal dans lequel le parasite Toxoplasma
gondii a été découvert pour la premiere fois. La photo provient du zoo de Wilhelma, Allemagne.
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I-2) Phylogénie du parasite

T. gondii est un protozoaire intracellulaire obligatoire appartenant au phylum des
Apicomplexa. Ce phylum qui est caractérisé par la présence d’'un « complexe apical »
permettant I'entrée active du parasite dans les cellules hétes (Cf. Chapitre 1I-1-3/4/5),
appartient au super-phylum des Alveolata (Figure 2A) dont la caractéristique principale
est la présence de saccules membranaires a l'intérieur de la cellule parasitaire et décrits
sous le nom de « complexe membranaire interne » (Cf. Chapitre II-1-5). Le phylum
inclut de nombreux pathogénes importants d’un point de vue médical et vétérinaire, tels
que Plasmodium, Cryptosporidium, Sarcosystis, Eimeria, Babesia et Neospora qui est le
plus proche cousin de T. gondii (Figures 2B).

Au sein des Apicomplexa, T. gondii est classé parmi la classe des Coccidea, I'ordre des
Eimariida et la famille des Sarcocystidae (Bussieras and Chermette, 1992).

(A)

Glaucophytes

Lignée verte
=Plantes Rhodobiontes (Alques rouges)
Métabiontes

(Algues vertes et
Chlorobiontes p)antes termestres)
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Microsporidies
Eucaryoles Opistochontes Choanofl agellés
Choano-organismes

Metazoaires (Régne animal)
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Lignée brune|
=Algues |Haptophytes
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' || Dinophytes
Apicomplexa

(B)
Cryptosporidium parvum

Apicomplexa Plasmodium falciparum — ?
Thederia parva

Sarcocystis muris . 3

Sarcocystis gigantea
Isospora felis
Neospora caninum
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Figure 2. Classification phylogénétique de T. gondii. (A) Le graphe place le phylum des Apicomplexa parmi
les eucaryotes, d'aprés. (B) Quelques espéces d’Apicomplexa, d'aprés (Zhu et al., 2000). Les images de
microscopie électronique proviennent du site http ://morrissettelab.bio.uci.edu.
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De tous les Apicomplexa, Toxoplasma est celui qui se cultive le plus facilement in vitro. Il
peut étre manipulé génétiquement de facon aisée et son génome est compléetement
séquencé et en cours d'annotation. Enfin, on dispose de bons modéles animaux pour
étudier la physiopathologie de la toxoplasmose. Par ces aspects, Toxoplasma (ainsi que

Plasmodium) constitue de bon modéle d’étude des parasites Apicomplexa.

I-3) Le cycle parasitaire

Alors que la plupart des Apicomplexa ont une gamme restreinte d’hotes, Toxoplasma
gondii se singularise par sa capacité a infecter tous les mammiféres a sang chaud, les
oiseaux ainsi que I'hnomme qui constituent ses hotes intermédiaires. T. gondii y développe
un cycle évolutif incomplet composé uniquement d’'une phase asexuée. Chez |'hote
définitif, le chat et les félidés, T. gondii peut par contre, développer un cycle évolutif

complet comprenant une phase sexuée et une phase asexuée (Figure 3).
1) Le cycle sexué

L'hote définitif (le chat ou plus généralement, les félidés) s’infecte aprés ingestion
d'oocystes matures souillant la terre, les végétaux ou l'eau douce. Il peut s’infecter
également par carnivorisme, en dévorant de petits rongeurs ou des oiseaux contenant
des kystes. Les oocystes et les kystes correspondent a des formes de résistance et de
dissémination du parasite car ils protégent les parasites qu'ils contiennent, du milieu
extérieur. Les sporozoites (contenus dans les oocystes) ou les bradyzoites (contenus
dans les kystes) évoluent rapidement en tachyzoites (stade parasitaire caractérisé par
une prolifération et une dissémination rapides). Ceux-ci se différencient ensuite en
meérozoites dans I'épithélium de I'iléon de I'hote définitif.

Les mérozoites se multiplient par schizogonie, processus au cours duquel les noyaux
parasitaires se divisent dans un méme cytoplasme avant une fragmentation tardive du
cytoplasme. La schizogonie aboutit a la libération d’autant de parasites qu'il y a de
noyaux fils formés. Aprés leur libération, les mérozoites se différencient en gamontes
(microgameétes males et macrogametes femelles) et initient le cycle sexué.

Les gamontes sont localisés dans les cellules épithéliales de I'iléon, contre les villosités
intestinales. Le macrogameéte femelle est sphérique et contient un noyau au centre. Le
microgamonte male est ovoide ou en forme d’ellipse. Lors de la microgamétogenese, le
noyau du microgamonte male se divise et produit 10 a 21 noyaux. Les microgamontes
peuvent ainsi produire jusqu’a 21 microgameétes qui utilisent leurs flagelles pour aller a la
rencontre des macrogameétes matures. La fécondation des macrogameétes femelles par

les microgameétes males donne naissance a des oocystes immatures qui sont libérés dans
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la lumiére intestinale, puis éliminés dans I'environnement par millions, avec les feces du
chat. Les oocystes rejetés, immatures car non sporulés, ont une forme sphérique de 12
pum de diamétre. Ils subissent une maturation (sporulation) aprés leur excrétion dans le
milieu extérieur. La sporulation aboutit a la formation de huit sporozoites infectieux. Les

oocystes sont trés résistants en milieu humide, tant aux agents physiques ou chimiques

gu’aux bactéries et aux champignons (Dubey et al., 1970).

A- Intermediate hosts

O B- Definitive hosts

Intracellular resistant stage:

cyst
(infectious stage: bradyzoite) .
: Y
gamogony
* """‘.“J'% . A ] (7
4 4 ¥ - Yo mating
!! Intracellular proliferative stage:
| parasitophorous vacuole Oocf:ysts
T {infectious stage: tachyzoite) (cat feces)

: Aporulation

Resistant stage:
sporocyst
(infectious stage: sporozoite)

Vertical transmission:
congenital toxoplasmosis

Figure 3. Représentation schématique du cycle de vie de Toxoplasma. Les hotes intermédiaires (animaux
a sang chaud) (A) sont infectés par la consommation de viandes infectées contenant les formes enkystées de
parasites appelés « bradyzoites» ou en buvant de I'eau ou en mangeant des légumes contaminés par des
oocystes sporulés. Aprés digestion de la paroi de protection des oocystes ou des kystes, les sporozoites ou les
bradyzoites sont libérés et trés rapidement, ils se différencient en formes a dissémination rapide appelées
« tachyzoites». Chez les sujets immunocompétents, la réponse immunitaire permettra d'éliminer la plupart de
ces parasites. Cependant, quelques tachyzoites contenus dans leur VP réussissent a échapper a la réponse
immunitaire et se différencient en bradyzoites. La vacuole contenant ces bradyzoites évolue en un kyste
dormant. Si elle n'est pas traitée, la contamination transplacentaire du feetus en développement par des
tachyzoites circulants peut entrainer de graves malformations congénitales ou I'avortement. (B) Dans l'intestin
gréle de I'héte définitif infecté (le chat), Toxoplasma se différencie en gametes males et femelles. La fécondation
ne nécessite pas de co-infection par deux souches indépendantes. La fusion des gameétes conduit a la formation
d'oocystes qui sont libérés dans I'environnement avec les feces. La sporulation permet la formation de huit
sporozoites infectieux au sein de chaque oocyste. hcN: noyau de la cellule héte. Adapté de (Mercier et al.,
2010).
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2) Le cycle asexué

Chez les hétes intermédiaires, l'infection se fait essentiellement par voie orale, aprés
I'ingestion soit d’oocystes matures provenant d’aliments souillés, soit de kystes contenus
dans des viandes infectées peu ou pas cuites. Aprés digestion de la paroi des oocystes ou
des kystes dans l'estomac et le duodenum, les formes parasitaires infectantes,
sporozoites ou bradyzoites, sont libérées et se différencient rapidement en tachyzoites.
Ceux-ci se disséminent dans l'organisme par voie sanguine et lymphatique, ce qui
correspond a la phase aigué de la maladie. Capables d’infecter tous les types cellulaires,
les tachyzoites gagnent les différents tissus tels que les muscles et le systéme nerveux
central. A l'intérieur des cellules, le parasite se multiplie par endodyogénie (Cf. Chapitre
11-3), processus au cours duquel deux cellules filles se forment a l'intérieur de la cellule
mere. La cellule héte est ensuite lysée, libérant les tachyzoites (Figure 4-2). Cette
forme est également capable d’infecter le foetus en cas de contamination primaire d’une
femme au cours de sa grossesse. La biologie de ce stade utilisé pour mes expériences,

sera détaillée dans le chapitre II de I'introduction.

Cette courte phase proliférative est rapidement contrélée par le systeme immunitaire de
I’hnGte et aboutit a la formation de kystes (Figures 4-3) localisés dans les organes les
moins accessibles par le systéme immunitaire (les muscles, le systeme nerveux central,
les yeux, les testicules). Le bradyzoite est le stade a multiplication ralentie du parasite. Il
est globalement semblable en morphologie au tachyzoite mais s‘en distingue par
quelques détails ultrastructuraux (noyau plus postérieur que celui du tachyzoite, richesse
en grains d’amylopectine et en micronémes) (Coppin et a/., 2003).

L'élément majeur déclenchant la kystogenése est une inhibition de I'activité
mitochondriale des parasites, sous l'influence de protéines de stress parasitaire induites
par différents stimuli tels que I'interféron gamma (IFN-y), le monoxyde d’azote (NO) et le
facteur de tumeur nécrosant alpha (TNF-a) (Cf. Paragraphe I-5-3) (Tomavo, 2001).
Observée dés 10 a 15 jours aprés lingestion d'oocystes ou de kystes tissulaires, la
formation de kystes contenant les bradyzoites marque le début de la phase chronique de
la maladie. Ces kystes vont persister pendant le reste de la vie de I'hote. La
transformation du tachyzoite en bradyzoite s‘accompagne par la modification de la
membrane de la VP. Celle-ci s'épaissit par le dépot d’'un matériel granuleux, retrouvé
également dans la matrice du kyste, entre les bradyzoites. Cette paroi forme une
barriere physique, protégeant les bradyzoites des défenses immunitaires de [|'hote
(Figure 5). Le kyste toxoplasmique demeure donc intracellulaire. Il est de structure
sphérique, peut atteindre 100 um de diamétre et peut contenir jusqu’a plusieurs milliers

de bradyzoites dont le métabolisme est adapté a une vie quiescente (Tomavo, 2001).
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Ces particularités structurales et métaboliques rendent les kystes et donc les bradyzoites
qu’ils contiennent, inaccessibles aux traitements anti-toxoplasmiques actuels (Dubey,
1998). Les kystes peuvent survivre plusieurs jours a température ambiante et plusieurs
mois a 4°C mais ils sont détruits lorsque la température de cuisson d’une viande atteint
des températures supérieures a 67°C (Dubey et al., 1990).

Les kystes peuvent se former dans tous les types de cellules mais ils persistent de
préférence dans les neurones, les astrocytes, les cellules musculaires et les cellules
rétiniennes pendant toute la durée de vie de I’hGte. La paroi du kyste peut se rompre a la
mort d’une cellule héte et les bradyzoites se retrouvent alors libres dans le milieu
extracellulaire. Selon le statut immunitaire de I'héte, ils seront détruits par le systéme
immunitaire ou réinfecteront des cellules voisines. La persistance des kystes dans
I'organisme entretient la réponse immunitaire, notamment cellulaire, qui prévient une
réinfection (Dubey, 1997).

Evasion et un nouveau cycle lytique
(Moudy et al., 2001 ; Kafsack et al., 2009)

Tachyzoites
intracellulaires

(Caldas et al., 2010)

Enkystement
(Moudy et al., 2001; Dubey et al., 1998)

Figure 4. Formes parasitaires retrouvées lors du cycle asexué de T. gondii chez I'h6te intermédiaire.
(1) observation par microscopie électronique a balayage de tachyzoites intracellulaires a l'intérieur d’une VP.
D’aprés (Caldas et al., 2010) (2) Observation par microscopie a contraste de phase (a gauche) (Moudy et al.,
2001) et par microscopie électronique a balayage (a droite) (Kafsack et al., 2009) de tachyzoites en cours
d’évasion de la cellule. (3) Les tachyzoites intracellulaires se différencient en bradyzoites et la VP évolue en un
kyste immature (photo de gauche) puis en un kyste mature (photo de droite) contenant des milliers de
bradyzoites. D’aprés (Dubey et al., 1998).
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Figure 5. Kystes de Toxoplasma. (A) Observation en immunofluorescence indirecte de la paroi d’'un kyste
issu d’un cerveau de souris infectée depuis deux mois par le toxoplasme (souche Prugniaud). La paroi du kyste
est mise en évidence a l'aide de la lectine Dolichos biflorus couplée a l'isothiocyanate de fluoresceine. Photo
réalisée par B. Touquet, LAPM, 2010. (B) Observation en microscopie électronique a balayage d’un kyste de
cerveau de souris infectée. La paroi du kyste a été partiellement détruite et les bradyzoites contenus dans le
kyste sont donc visibles. Photo réalisée par D. Ferguson.

I-4) Polymorphisme génétique de T. gondii

Bien qu’une seule espéece, T. gondii, soit décrite au sein du genre Toxoplasma, plus de
290 isolats (avec données cliniques) ou souches ont bénéficié a ce jour, d’analyses
génotypiques. La pathogénicité de ces souches a été définie par I'étude de leur virulence
chez la souris, notamment par la détermination des doses minimales de parasites
entrainant la mort de 50% ou de 100% des animaux (DL50 et DL100).

Selon l'analyse basée sur les séquences d’introns, la majorité (>95%) des isolats
existant se classent en 11 haplotypes, dont 3 types sont prédominants (Khan et al.,
2007). Ces 3 types majoritaires ont été regroupés en 3 génotypes principaux équivalents
a trois lignées clonales, stables dans le temps et I’espace (types I, II et III). Ces 3 types
ne different génétiquement entre eux, que trés peu (moins de 1% de différences
génétiques). Les différences entre les principaux types de parasites concernent :

¢ la virulence chez la souris. Une souche est considérée comme virulente lorsqu’un seul
tachyzoite introduit par voie intra-péritonéale, entraine la mort de I'animal en moins de
10 jours (DL100 =1) (Howe and Sibley, 1995, Howe et al., 1996) ;

¢ la vitesse de multiplication en culture cellulaire et la possibilité de transformation in
vitro des tachyzoites (formes prolifératives) en bradyzoites (formes quiescentes),
aboutissant a la formation de kystes ;

¢ les capacités de migration et de transmigration a travers les barrieres biologiques.

¢ Le génotype I
Il est trés rarement isolé. C'est un génotype trés virulent pour la souris. La souche RH,
que j’ai utilisée pour réaliser les expériences de ma thése, fait partie de ce génotype. Elle

a été isolée par Sabin, en 1941, a partir d’'un cas d’encéphalite humaine aigie (Sabin,
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1941). Elle a une DL100 de 1 ou 2 tachyzoites chez la souris. Les tachyzoites se
multiplient rapidement in vitro et se transforment peu en bradyzoites. En conséquence,
peu de kystes sont formés in vitro ou chez la souris. La capacité de migration et de
transmigration des tachyzoites de cette souche a travers les barriéres biologiques ex vivo

est supérieure a celle des tachyzoites des types II et III.

¢+ Le génotype II

Les souches de type II sont représentées par les souches ME49, 76K ou Prugniaud. Le
type II est le type le plus fréequemment isolé lors d'infections humaines puisque 80% des
souches issues de toxoplasmoses congénitales humaines en Europe (Ajzenberg et al.,
2002) et aux Etats-Unis (Howe and Sibley, 1995 ; Howe et al., 1997) sont de type II. Les

3
parasites de ce type sont moins virulents pour la souris (DL 50=10 tachyzoites).

¢+ Le génotype III

La souche VEG en est un exemple. Ce génotype, plus rare, est surtout rencontré chez les
animaux. La virulence des souches de type III pour la souris est intermédiaire (DL50 >
10° parasites). Concernant la toxoplasmose humaine, les atteintes congénitales sont

possibles mais peu fréquentes.

La plupart des souches répertoriées a I’'heure actuelle, sont classées parmi ces trois
génotypes issus de la prolifération clonale de trois ancétres qui dérivent d'un groupe
génétique unique (Su et al., 2003). Néanmoins, en plus de ces trois types majoritaires,
de plus en plus de souches « atypiques » sont isolées. Certaines, isolées en Guyane
francaise sud-américaine, semblent particulierement virulentes car des toxoplasmoses
symptomatiques et parfois méme mortelles, ont été rapportées chez des sujets
immunocompétents (Dardé et al., 1998 ; Carme et al., 2002). Le typage génétique de
ces isolats a révélé leur grande diversité génétique. Ces souches sont par ailleurs, d’un
point de vue phylogénétique, éloignées des souches de type II généralement associées a
la pathologie humaine et elles sont plus proches du type I (Loeuillet et al., résultats non
publiés ; voir Chapitre I-7). L'hypothése actuelle serait que les souches guyanaises
exprimeraient des facteurs parasitaires impliqués dans leur virulence vis-a-vis de
I’'homme, ces facteurs étant modifiés ou absents dans les souches archétypales. En plus
de ces souches guyanaises, de nouvelles souches trés divergentes d’un point de vue
génétique ont également été isolées a partir d’animaux, au Brésil (Ferreira Ade et al.,
2001 ; 2006 ; Pena et al., 2008). Une variabilité parasitaire génétique similaire a celle
observée chez les animaux, a également été décrite chez les humains, au Brésil (Khan et
al., 2006 ; Ferreira et al., 2008).
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I-5) Mise en place de la réponse immunitaire

La réponse immunitaire au cours de l'infection par le parasite 7. gondii est trés complexe.
Ceci est en grande partie, du a la capacité du parasite a infecter tous les types cellulaires
des différents organes, ce qui entraine une réaction immunitaire tissu-spécifique. D'une
fagon générale, chez un sujet immunocompétent, la primo-infection par 7. gondii induit
une réponse immunitaire protectrice probablement liée a la persistance de kystes dans
certains tissus (muscles, cerveau). Chez les sujets immunodéprimés (sidéens, greffés...),
la multiplication et la dissémination incontrolée des tachyzoites peuvent entrainer des

Iésions graves, voire fatales.
1) Mise en place de la réponse innée

Dés la pénétration du parasite dans l'organisme héte par voie orale (ingestion de kystes
ou d'oocystes), les entérocytes répondent en permettant le recrutement de différents
acteurs du systéme immunitaire qui agissent de concert pour établir une réponse

immunitaire résumée trés schématiquement ci-dessous (Miller et al., 2009).

- Etant donné que l'infection par T. gondii se fait le plus souvent par voie orale, la
réponse immunitaire débute localement, dans la muqueuse digestive et plus
particulierement, dans I'épithélium intestinal qui constitue la premiére barriére de
défense de I'hote (Figure 6). Aprés ingestion de viandes parasitées, les bradyzoites
contenus dans les kystes sont libérés dans l'intestin. Ils se différencient en tachyzoites
qui gagnent I'épithélium intestinal et infectent les entérocytes. L’infection des cellules
épithéliales intestinales (IEC) entraine leur sécrétion de chimiokines telles que MCP-1
(Monocyte Chemotactic Protein 1), MIP-1a ou CCL3 (Macrophage Inflammatory Protein-
la ou Chemokine (C-C motif) ligand 3), MIP-B ou CCL4 et RANTES (Regulated on
Activation and Normally T-cell Expressed and Secreted) et des cytokines telles que
I'interleukine 1 (IL-1), I'IL-6 et le GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating
Factor) qui attirent des granulocytes neutrophiles, des macrophages et des cellules
dendritiques immatures vers le site d'inflammation (Mennechet et al., 2002 ; Buzoni-
Gatel et al., 2008). Les IEC sécrétent également de I'IL-15 et de I'IL-18, nécessaires a
I'activation des natural killers (NK).

- Les cellules NK, dont l'activation met en jeu la voie de signalisation de STAT4 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 4) (Cai et al., 2000) et stimulées par I'IL-12,
I'IL-15 et le TNF-a (Figure 6) (Gazzinelli et al., 1993 ; Miller et al., 2009), produisent de
I'IFN-y qui augmente l'activité anti-microbienne des macrophages, des cellules

dendritiques et des IEC.
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- Les neutrophiles (Figure 6) commencent a phagocyter les parasites. Ils libérent
aussi des chimiokines (CCL3 et CCL4) et des cytokines (IL-12) qui a leur tour, attirent
des cellules dendritiques immatures, des macrophages et des lymphocytes T. Les
neutrophiles aident a la maturation des cellules dendritiques immatures, via leur
activation par le TNF-a.
- Bien que les neutrophiles, les macrophages et les cellules dendritiques sécrétent tous
de I'IL-12, les cellules dendritiques (Figure 6) constituent la source la plus importante
de cette cytokine dans le cadre de |”infection par T. gondii. Elles jouent un réle central,
via leur production d'IL-12, dans la présentation des antigenes aux lymphocytes T et
dans l'évolution vers une réponse adaptative de type Th1l et la production d'IFN-y. Les
mécanismes moléculaires qui sous-tendent cette réponse ne sont pas encore entierement
connus. Le récepteur CCR5 (CC-Chemokine Receptor 5) exprimé en surface des cellules
dendritiques, reconnaitrait des antigénes sécrétés par le parasite (Aliberti et al., 2000).
Parmi ceux-ci, la cyclophiline-18 (Cy-18) pourrait se lier au CCR5 avec une affinité
comparable a celle de son ligand endogéne, le CCL4 (CC-Chemokine Ligand 4). La Cy-18
induirait donc la synthése d'IL-12 par les cellules dendritiques (Aliberti et al., 2003).
- Les macrophages et les neutrophiles reconnaissent spécifiquement 7. gondii via sa
profiline (un des Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMP) du parasite), par le
récepteur Toll-Like de type 11 (Toll-Like Receptor 11 ou TLR11) qu'ils expriment a leur
surface. L'activation du TLR11 par la profiline passe par la formation d’'un homodimere du
récepteur, ce qui conduit a l'activation de NFkB (Nuclear Factor kappa B) et induit une
production importante de cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-12, I'INF-y et le
TNF-a Ces cytokines contrélent la prolifération parasitaire en permettant l'initiation de la
réponse adaptative via les lymphocytes T CD4+ (Miller et al., 2009) (Figures 6-7).
Deux autres types de PAMP de T. gondii ont été identifiés: les ancres GPI
(GlycosylPhosphatidylIinositol) des protéines de la surface parasitaire et TgHSP70 (la
protéine de choc thermique de 70 kDa) qui sont les ligands respectis des TLR2 et TLR4
(Figure 7) (Scharton-Kersten et al., 1997 ; Yarovinsky et al., 2005 ; Debierre-Grockiego
et al., 2007). Le TLR9, localisé dans les endosomes et le reticulum endoplasmique (RE),
est également indispensable a la mise en place de la réaction immunitaire intestinale a T.
gondii (Minns et al., 2006). En effet, il reconnait spécifiquement I’ADN parasitaire, active
la voie des MAP (Mitogen Activated Protein) kinases et permet donc également la
synthése d’'IFN-y (Figure 7).
- Les macrophages sont les cellules les plus importantes lors de la phagocytose. Ils
jouent un rdle crucial pour limiter la dissémination du parasite. L'interaction entre les
macrophages et les antigénes parasitaires provoque l'induction de la production de TNFaq,
qui avec I'IFN-y produit par les NK et les lymphocytes T, induit la production massive de

molécules toxiques et réactives comme les intermédiaires réactifs de I'oxygéne (ROI) et
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du nitrogéne (RNI), molécules qui permettent de détruire les parasites. L'IL-12 et I'IL-18
produites par les macrophages stimulent les cellules NK a produire de I'IFN-y et a
moduler leur cytotoxicité. Via I'IFN-y, les macrophages induisent I’expression de I'IDO
(Indoleamine 2,3-DiOxygénase) qui dégrade le tryptophane nécessaire a la croissance et
a la dissémination du parasite (Schliter et al., 1999 ; Suzuki et al., 2000). Enfin, les
macrophages jouent un rble important dans I’élimination des cellules apoptotiques de la
zone d’inflammation (Zhang and Mosser, 2008).
- La sécrétion de CCL3 et de CCL4 par les entérocytes attire également les lymphocytes
intraépithéliaux (IEL) (Figure 6) qui deviennent cytotoxiques pour les entérocytes
infectés. Les IEL produisent des cytokines anti-inflammatoires comme le TGF-B et I'IL-10.
Ces deux cytokines permettent de limiter les dommages inflammatoires causés aux
cellules de I’'h6te par la réponse immunitaire contre 7. gondii.
- Les lymphocytes T yd présentent aussi une activité cytotoxique in vitro contre les
cellules infectées par T. gondii. Cette activité cytotoxique est indépendante de la
présentation d'antigénes par le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Ils sécrétent
de I'IFN-y, de I'IL-2 et du TNF-a (Subauste et al., 1995).
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Figure 8. Cascade des événements de la réponse immunitaire suite a I'infection orale par T. gondii. Aprés
ingestion de viandes parasitées, les bradyzoites contenus dans les kystes sont libérés dans l'intestin. IIs se différencient en
tachyzoites qui gagnent I'épithélium intestinal et infectent les entérocytes. Ces derniers sécrétent des chimiokines et des
cytokines qui attirent les neutrophiles, les macrophages et les cellules dendritiques immatures (iDC).

- Les neutrophiles commencent a phagocyter les parasites. Ils libérent aussi des chimiokines (CCL3 et CCL4) et des
cytokines (IL-12) qui a leur tour, attirent des iDC, des macrophages et des lymphocytes T. Les neutrophiles aident a la
maturation des iDC, via I'activation par le TNF-a.

- Bien que les neutrophiles, les macrophages et les iDC sécrétent tous de I'IL-12, les cellules dendritiques matures (mDC)
constituent la source la plus importante de cette cytokine dans le cadre de |"infection par T. gondii. Les mDC jouent
également un réle central dans la présentation des antigénes aux lymphocytes T et dans I'évolution vers une réponse
adaptative de type Th1l et la production d'IFN-y.

- Les macrophages sont les cellules les plus importantes lors de la phagocytose. Ils jouent un réle crucial pour limiter la
dissémination du parasite. L'interaction entre les macrophages et les antigénes parasitaires provoque linduction de la
production de TNFa, qui avec I'IFN-y produit par les natural killers (NK) et les lymphocytes T, induit la production massive
de molécules toxiques et réactives comme les intermédiaires réactifs de I'oxygéne (ROI) et du nitrogéne (RNI), molécules
qui permettent de détruire les parasites. L'IL-12 et I'IL-18 produites par les macrophages stimulent les cellules NK a
produire de I'IFN-y et @ moduler leur cytotoxicité, tandis que I'IL-18 et I'IL-15 produites par les entérocytes, induisent la
prolifération des NK.

- La sécrétion de CCL3 et de CCL4 par les entérocytes attire également les lymphocytes intraépithéliaux (IEL) qui
deviennent cytotoxiques pour les entérocytes infectés. Les IEL produisent des cytokines anti-inflammatoires comme le TGF-
B et I'L-10. Ces deux cytokines permettent de limiter led dommages inflammatoires causés aux cellules de I'héte par la
réponse immunitaire contre T. gondii. Adapté de (Miller et al., 2009).



INTRODUCTION
CHAPITRE I Le parasite Toxoplasma gondii, I'agent causal de la toxoplasmose

GPI/TgHSP7O... Profiline...

TLR11 Membrane plasmique

/ . Endosome
A\
\ \ ADN de T, gondii
_______________ S P T I FE UL
= Chimiokines Noyau
- |L-12

Réplication
parasitaire

1
1
I
I
‘Contrdle de Ia] I
|
1
1
I

3

Figure 7. Modéle de la reconnaissance de T. gondii par les Toll-like récepteurs. La plupart des cellules de
I'immunité innée expriment a leur surface, les TLR1, TLR2, TLR4, TLR6 et TLR11, qui reconnaissent spécifiquement
les PAMPs de T. gondii. Parmi les PAMPs, on a identifié a ce jour, la profiline, HSP70 et les protéines GPI-ancrées. Le
TLR9 présent dans les endosomes et le reticulum endoplasmique, reconnait spécifiquement I’ADN parasitaire. La
formation d’homodimeéres de TLR4, TLR9 et TLR11 est suffisante pour I'activation de la voie des MAP kinases ou du
NFkB. Par contre, l'activation du TLR2 nécessite la formation d’un complexe TLR2/TLR1 ou TLR2/TLR6. L’activation
des TLR provoque l'activation de la production de cytokines pro-inflammatoires via la voie dépendante de
|'adaptateur MyD88 (Myeloid Differenciation Factor 88) puis la cascade de signalisation des MAP kinases ou du NFkB.
Une fois phosphorylé, le NFKkB est transloqué dans le noyau ou il active la transcription de génes cibles. Ces génes
permettent I'expression de cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-12, le TNF-a et I'IFN-y, qui contrélent la
dissémination des parasites. Les génes cibles du NFkB permettent également I'expression de cytokines telles que
I'IL-10 et le TGF-B, qui contre-balancent la réponse inflammatoire.

2) Mise en place de la réponse adaptative

L'immunité cellulaire de type Th1l est la composante majeure de la réponse immunitaire
adaptative de I’'héte lors d’une infection par 7. gondii. La mise en place de cette réponse
nécessite la présentation de l'antigéne par les macrophages ou par les cellules
dendritiques, ces derniéres pouvant capturer directement des antigénes de T. gondii a
I'intérieur de la lumiére intestinale, grace a leurs dendrites se prolongeant au travers des
jonctions serrées situées entre les cellules de I'épithélium intestinal. La mécanisme de
présentation antigénique requiert la présentation de l'antigéne au TCR (T Cell Receptor)
exprimé en surface des lymphocytes T ainsi que la co-stimulation des lymphocytes grace
a l'interaction du récepteur CD40 exprimé en surface des lymphocytes avec son ligand,
CDA40L.
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¢ La réponse de type Th1l

La résistance a T. gondii est étroitement liée a une réponse cellulaire T CD4+ de type
Th1 favorisée par I'IFN-y et I'IL-12 produits aprés l'activation des NK et des macrophages
(Suzuki et al., 1988). Les lymphocytes T CD4+ sont en effet subdivisés en plusieurs
sous-populations, dont les Thl et les Th2. Les cellules de type Thl produisent de I'IL-2 et
de I'IFN-y tandis que les cellules de type Th2 produisent de I'IL-4, de I'IL-5, de I'IL-6 et
de I'IL-10. Des études ont montré que le contréle de l'infection par T. gondii est le
résultat d'une action synergique entre lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Gazzinelli et al.,
1991). Les CD8+, activés majoritairement par les protéines de surface du parasite mais
aussi par I'IL-2 sécrétée par les CD4+, exercent une activité cytotoxique médiée par la

production d'IFN-y (Figure 6).

¢ La réponse de type Th2 : prévention des phénoménes immuno-pathologiques
Les effets de la réponse pro-inflammatoire dépendante de I'IFN-y peuvent étre délétéres
pour I'hote. Afin de prévenir ces effets, une réponse immunitaire de type Th2 anti-

inflammatoire est mise en place. Cette réponse fait intervenir I'IL-10 et la lipoxine A4.

- I'IL-10 (Figure 10)
Des souris invalidées pour I'IL-10 ne sont pas capables de contréler la réponse pro-
inflammatoire et succombent a l'infection par T. gondii, trés to6t au cours de la phase
aigué. Elles présentent des infiltrations leucocytaires séveres et des nécroses tissulaires
du foie et de l'intestin, ces phénoménes étant le résultat d’'une production incontrélée
d'IFN-y et de TNF-a (Suzuki et al., 2000). La sécrétion d'IL-10 par les lymphocytes T
CD4+ (Figure 6), sécrétion induite par T. gondii, constituerait donc un des mécanismes
d’échappement du parasite a la réponse immunitaire de son hote. Cependant, le role
direct de I'IL-10 dans la virulence de 7. gondii ainsi que son implication dans la
persistance du parasite est discutée (Wille et al., 2001). En plus de I'IL-10, d'autres
cytokines anti-inflammatoires sont en effet également impliquées dans la régulation de la
réponse immunitaire : le TGF-B secrété par les IEL est impliqué dans le contrble des
pathologies intestinales liées a I’entrée du parasite (Mennechet et al., 2004) ; I'IL-27,
secrétée par les lymphocytes de type Th17, peut aussi inhiber la production de cytokines

déclenchant des effets immuno-pathologiques (Villarino et al., 2006).

- La lipoxine A4
Un extrait antigénique soluble du parasite (extrait STAg) induit la synthése de lipoxine A4
(LXA4) par les macrophages. Cette molécule inhibe la migration des cellules dendritiques,

leur production d’IL-12 ainsi que leur expression du CCR5 (Reis e Sousa et al., 1999).
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L'ensemble de ces phénoménes conduit a une paralysie des cellules dendritiques
(Aliberti, 2005) (Figure 8).
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Figure 8. Contrdole de la réponse pro-inflammatoire lors de l'infection par T. gondii. (A) Les effets
cytotoxiques de la phase aigué sont contrélés par la production d’IL-10 au niveau des sites de réplication parasitaire
comme le foie et la rate. L'IL-10 régule négativement I'expression des chimiokines et des cytokines pro-
inflammatoires ainsi que I'activité des cellules dendritiques, des cellules T, des NK et des macrophages. (B) Lors de
la phase chronique, la LXA4 est produite et contréle les réponses induites par les cytokines pro-inflammatoires au
niveau des sites ou la réplication parasitaire pourrait avoir lieu, tels que le systéme nerveux central et ce, sans
interférer avec l'activité des macrophages. D'apres (Aliberti, 2005).

+ La réponse humorale systémique

La primo-infection par T. gondii donne lieu a une production d’anticorps sériques
spécifiques, selon une cinétique particuliere. Les anticorps jouent un réle mineur dans la
lutte contre le parasite. Cependant, la mémoire immunitaire portée par les lymphocytes
B induit la synthése d’anticorps spécifiques résiduels durant toute la vie de I'héte.

Chez I'Homme, les immunoglobulines A (Ig A), les Ig E et les Ig M spécifiques
apparaissent précocement et marquent la phase aigué de linfection. Ces isotypes ne
persistent pas. C'est a partir des deuxiéme ou troisiéme semaines d’infection que des Ig
G sériques spécifiques peuvent étre détectées. Elles caractérisent la phase chronique de
I'infection et sont sécrétées tout au long de la vie de I'hGte. Chez la souris, les Ig A
sécrétoires sont décelées dés la deuxiéme semaine post-infection et elles persistent
pendant au moins 17 semaines. Les Ig G et les Ig M sériques sont détectées avec la

méme cinétique que celle des Ig A (Chardés et al., 1990).
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3) Phase chronique - Persistance du parasite

La chronicité qui résulte de linfection par T. gondii est un trait caractéristique de
I'incapacité du systéme immunitaire a éradiquer le parasite ; elle indique donc la capacité
de ce dernier a contourner ou a échapper au systéme immunitaire. En effet, bien que
trés efficace, la réponse immunitaire n’est pas suffisante pour éliminer le parasite de
I'organisme. L'infection reste latente, sous le controle de I'IFN-y et de I'IL-12. Les
anticorps spécifiques, méme s’ils ne jouent pas un réle prépondérant lors de l'infection
primaire, contribuent a la mise en place de la réponse protectrice lors d’'une éventuelle
réinfection (Yap and Sher, 1999). Les formes prolifératives tachyzoites échappent au
contréle immunitaire en évoluant vers les formes quiescentes bradyzoites, contenues
dans des kystes. Un équilibre entre le parasite et I'hote s’établit donc et peut rester
stable durant toute la vie de I'hote : c’est la phase chronique de I'infection (Figure 9).

Le toxoplasme a développé de nombreux moyens pour échapper ou contourner la
réponse immunitaire de I'hGte. Il est en effet capable 1) d’interférer avec les voies de
signalisation de NFkB et des MAP kinases ; 2) d'interférer avec la voie d’activation de
I'IFN-y (voie JAK/STAT), notamment en inhibant la transcription de STAT1 (Zimmermann
et al., 2006 ; Kim et al., 2007) via la protéine ROP16 (Cf. Chapitre 1I-1-7) (Saeij et al.,
2007) ; d’induire l'activation de STAT3 impliqué, comme I'IL-10, dans le contrdle de la
réponse inflammatoire ; 4) de réguler négativement 'expression des molécules du CMH
de classe I et II a la surface des macrophages infectés, d’ou une présentation réduite des
antigénes aux lymphocytes T ; 5) de supprimer la production de NO (induit par I'IFN-y)
par les macrophages (Butcher and Denkers, 2002); 6) de bloquer l'apoptose des
fibroblastes via le TNF-a et le NFkB qui régule I'expression de nombreux génes anti-
apoptotiques tels que certains membres de la famille Bcl-2 (B-cell CCL/Lymphoma 2)
(Sinai et al., 2004).
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Figure 9. Facteurs immunitaires associés a l'interconversion des formes tachyzoites-bradyzoites. Le
processus de conversion est réversible. La conversion du stade tachyzoite en stade bradyzoite est responsable de
I'établissement de la phase chronique de la maladie. Adapté de (Lyons et al., 2002).

I-6) Prévalence de la toxoplasmose

T. gondii est un parasite cosmopolite. Des études épidémiologiques chez I'homme et les
animaux ont montré sa large distribution géographique et sa prévalence importante. La
toxoplasmose affecte environ 30 a 50 % de la population humaine mondiale mais le
pourcentage de personnes séropositives pour l'infection toxoplasmique (7 a 80%) varie
d’un pays a l'autre, en fonction des groupes ethniques, des habitudes alimentaires et des
conditions d’hygiéne (Tenter et al., 2000).

L'incidence de la toxoplasmose dans la population générale est difficile a évaluer car
I'infection est le plus souvent asymptomatique et ne fait pas l'objet d’une déclaration
obligatoire auprés des services de santé. Une prévalence supérieure a 60% est observée
au Brésil (Porto et al., 2008), au Mexique, en Indonésie, en Turquie et dans certains pays
d’Afrique du nord, notamment au Maroc (Figure 10). Une prévalence moins importante
(40 a 60%) est observée en Belgique, en Espagne, en Allemagne, en Roumanie et en
France (Pappas et al., 2009). Le nombre annuel de nouvelles infections en France, peut
étre estimé, par modélisation, entre 200 000 et 300 000 avec environ 30 000 a 45 000
cas symptomatiques. La prévention de la toxoplasmose est donc une priorité du

programme d’action de I'Institut de Veille Sanitaire.
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Prévalence>60%

40 - 60%

20 - 40%

10 - 20%

<10%

Absence de données

Figure 10. Séroprévalence de T. gondii dans le monde. Statistiques réalisées principalement a partir de données
provenant de femmes enceintes ou de femmes dont |'age varie entre 15 et 45 ans. D’aprés (Pappas et al., 2009).

La toxoplasmose est également un probléme de santé vétérinaire car elle affecte un
grand nombre d’ho6tes intermédiaires, dont les animaux d’élevage (Figure 11), sources
potentielles de contamination pour I'homme. Chez le mouton et la chévre, la
toxoplasmose est responsable de baisses des performances de reproduction, de
résorptions foetales et de mortalité néonatale (Innes et al., 2007). La séroprévalence
mondiale, notamment chez les animaux d’élevage, est difficile a estimer étant donné Ia
variabilité existant entre les pays. Cependant, des études récentes menées par pays ont
montré une séroprévalence comprise entre 0 et 3,8% chez les vaches en Malaisie, en
Chine et en Inde (Normaznah et al., 2004 ; Yu et al., 2007 ; Sharma et al., 2008). En
revanche, la Serbie et I'Iran du Nord présentent des séroprévalences élevées chez les
moutons (respectivement 84,5 et 35%) (Klun et al., 2006 ; Sharif et al., 2007). En
France, plus de 50% du bétail, en particulier les ovins, est contaminé. De plus, la
toxoplasmose est responsable d’avortements chez ces espéces, entrainant de ce fait, des
pertes économiques pour les éleveurs (Dubey and Lindsay, 2006 ; Kijlstra and Jongert,
2008). En Uruguay, les pertes économiques dues a l'infection des brebis pendant leur
gestation, ont été estimées a 1,4 - 4,7 millions de dollars (Freyre et al., 1999). En
Grande-Bretagne, elles ont été estimées a 12 - 23 millions de livres pour I'année 1996
(Bennett et al., 1999).
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Animaux | Seroprévalence | Tsolement de | Fréquence
(%) parasite | des kystes

Moutons 35,9 +

Porcs 6,8 +

Chévre 334 +

Gibier 55,8 +

Chevaux 25,8 +

Poulets 10,4 +

Bovins 33.6 -

Figure 11. Séroprévalence de la toxoplasmose chez les animaux d’élevage en Europe. D’aprés
(Tenter et al., 2000 ; Kijlstra and Jongert, 2008).

En conclusion, au vu de la prévalence importante de la toxoplasmose humaine et
animale, la mise au point de traitements et de vaccins contre la toxoplasmose est un
enjeu fort et constitue un des objectifs principaux de la recherche anti-toxoplasmique
actuelle (Boothroyd, 2009b).

I-7) Physiopathologie de la toxoplasmose

1) La toxoplasmose, une infection généralement bénigne

La toxoplasmose est dans la majorité des cas, une infection bénigne qui se traduit par
deux phases :

- la phase aiguég, lors du premier contact entre I'h6te et le parasite (primo-infection), est
généralement bénigne. Cependant, la transmission du parasite au foetus en cas de
primo-infection de la meére pendant sa grossesse, peut mener a des lésions oculaires
(choriorétinites essentiellement), des atteintes cérébrales et peut aller jusqu'a
I'avortement spontané, surtout si la femme s’infecte pendant le premier trimestre de sa
grossesse. En médecine vétérinaire, la toxoplasmose congénitale est également
responsable de trés nombreux cas d’avortements spontanés dans les élevages ovins (Cf.
Paragraphe précédent) ;

- la phase aigué est suivie d'une phase chronique asymptomatique pendant laquelle les
kystes contenant les brayzoites n’entrainent pas directement de lésions tissulaires.
Cependant, les bradyzoites sont susceptibles de se réactiver en cas de déficience du
systéme immunitaire (chimiothérapie anti-cancéreuse, administration de traitements

immunosuppresseurs lors d’'une greffe (Hill and Dubey, 2002), infection par le virus de
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I'immunodéficience humaine (VIH) (Kasper and Buzoni-Gatel, 1998). En absence de

traitement, ces réactivations évoluent spontanément vers une encéphalite mortelle.

2) Toxoplasmose provoquée par les souches hypervirulentes

Récemment, il a été mis en évidence en Guyane frangaise, des cas de toxoplasmoses
symptomatiques (signes cliniques : fievre, pneumopathie, défaillance multi-viscérale),
voire mortelles chez des patients immunocompétents infectés par ces souches
hypervirulentes (Grigg et al.,, 2001). Encore récente, cette nouvelle forme de

toxoplasmose séveére n’est pas encore bien caractérisée chez I’homme.

3) Influence de [Iinfection toxoplasmique sur le
comportement de I’h6te et lien avec certaines maladies
mentales

Au cours des derniéres années, les études sur le lien potentiel entre la toxoplasmose et
les troubles du comportement se sont multipliées, tant chez 'homme que chez 'animal.
Le caractére neurotrope de T. gondii permet d’envisager qu'il pourrait constituer un
facteur de vulnérabilité de troubles mentaux et/ou de changements de comportement.

T. gondii utilise des cellules dendritiques comme cheval de Troies pour passer la barriére
hémato-encéphalique et accéder au cerveau de son héte (Courret et al., 2006 ; Bierly et
al., 2008). Il y envahit différents types de cellules dans lesquelles il forme des kystes
(Carruthers and Suzuki, 2007). T. gondii peut alors modifier le comportement de I’héte et
causer des problémes neurologiques ou psychiatriques (Holliman, 1997 ; Webster et al.,
2006).

Chez les rongeurs, il a été démontré que le toxoplasme influence le comportement de
I’'hnGte de fagon a assurer sa survie et accomplir son cycle infectieux (Henriquez et al.,
2009). Les rats et les souris infectés par Toxoplasma ont en effet moins peur des chats :
par exemple, les rats infectés n'évitent plus les zones marquées par l'urine des chats,
soit parce qu'ils sont insensibles a l'odeur, soit parce qu'ils oublient leur crainte
ancestrale du félin (Holliman, 1997 ; Webster et al., 2006). Cet effet constitue un
avantage pour le parasite, qui sera en mesure de se reproduire sexuellement si son hote
est mangé par un chat (Berdoy et al., 2000).

Chez I'homme, plus de 9 % des fonctions cérébrales seraient altérées des suites d'une
infection congénitale (Caiaffa et al., 1993). La toxoplasmose chronique, chez un sujet
immunocompétent, aurait une influence sur la personnalité, I'humeur, I'estime de soi et
I'anxiété, avec une influence plus marquée chez les hommes (Lafferty, 2006 ; Flegr,
2007). L'infection serait également corrélée de fagon positive, a une augmentation du

taux d'accidents de voiture (risque doublé ou triplé) (Yereli et al., 2006). Enfin, des
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données épidémiologiques et des études comportementales et neurochimiques tendent a
confirmer I'existence d'un lien étroit entre la schizophrénie et I'exposition de I'héte a T.
gondii (Dion et al., 2009). Les personnes atteints de schizophrénie montrent en effet une
forte prévalence en anticorps spécifiques anti-Toxoplasma (Mortensen et al., 2007 ;
Torrey et al., 2007 ; Henriquez et al., 2009). De plus, les signes cliniques de la
schizophrénie semblent apparaitre en méme temps que les choriorétinites dues a
Toxoplasma (Carruthers and Suzuki, 2007).

Bien que cette nouvelle thématique d’étude de la toxoplasmose attire de plus en plus de
chercheurs, la plupart des études réalisées jusqu’a présent, ne dépasse pas encore le
stade descriptif et les mécanismes par lesquels le parasite module le comportement de

son hote sont, a I'heure actuelle, totalement inconnus.

I-8) Diagnostic, traitements et vaccins

1) Diagnostic de la toxoplasmose

En routine, le diagnostic de la toxoplasmose n’est pratiqué que chez les femmes
enceintes, en France, en Belgique, en Autriche, en Suede, dans certaines régions d’Italie,
de Suisse et d’Allemagne. Le diagnostic peut étre établi a partir de différentes méthodes
biologiques (inoculation d’un prélevement a des souris), sérologiques (tests
d’'agglutination, d'immunofluorescence, ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)...),
histologiques ou moléculaires (Polymerase Chain Reaction (PCR)). Les techniques
sérologiques sont de loin, les plus courantes. Elles visent a dater la contamination en se
basant sur la détection des Ig M spécifiques, caractéristiques de la phase aigué ainsi que
des Ig G spécifiques, révélatrices d’une infection plus ancienne. Des tests d’avidité des Ig
G permettent également de préciser la date d’infection (Hill and Dubey, 2002). Les
diagnostics de la toxoplasmose via les outils de biologie moléculaire (PCR
conventionnelle, PCR quantitative en temps réel (qPCR), marqueurs microsatellitaires ...)
sont de plus en plus employés parce qu'ils présentent I'avantage d’étre rapides, sensibles

et moins coliteux (Bessiéres et al., 2009).
2) Les traitements de la toxoplasmose

Les traitements médicamenteux existants ne sont efficaces que contre les tachyzoites,
limitant ainsi leur dissémination. Les plus courants combinent l'action d’un antibiotique,
la sulfonamide (dont la cible serait la mitochondrie parasitaire), a celle d’un inhibiteur de

la synthése de l'acide folique, la pyriméthamine (perturbant la synthése des acides
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nucléiques parasitaires). Ces traitements sont trés efficaces pour empécher la
multiplication des tachyzoites mais ils sont inefficaces sur les kystes. En outre, du fait de
I'effet tératogéne de la pyriméthamine, elle ne peut pas étre prescrite aux femmes
enceintes pour qui il n‘existe actuellement, qu’un seul antibiotique, la spiramycine.

Les études récentes réalisées sur les voies métaboliques de I'apicoplaste (Cf Chapitre II-
2-1) montrent que les voies de biosynthése lipidique qu’il héberge, pourraient étre les
cibles de nouveaux traitements antiparasitaires (Bisanz et al., 2006 ; Botté et al., 2008 ;
Lim and McFadden, 2010). De méme, les ADN parasitaires plastidial et mitochondrial
semblent représenter des cibles potentielles pour développer de nouvelles drogues anti-
parasitaires (Sonda and Hehl, 2006 ; Goodman and McFadden, 2007). Une molécule
permettant de réprimer lactivité d'une histone déacétylase (HDAC3) produite par
Toxoplasma (et Plasmodium), favorisant la différenciation des tachyzoites en bradyzoites
(Bougdour et al., 2009 ; Maubon et al., 2010), constitue aussi un nouveau candidat

médicament intéressant. Enfin, des études récentes ont montré que les deux

antifongiques fluconazole et itraconazole réduisent le nombre de kystes et le

taux de mortalité des souris infectées par le toxoplasme (Martins-Duarte et al.,
2010).

3) Les vaccins contre la toxoplasmose

A I'heure actuelle, il n‘existe pas de vaccin contre la toxoplasmose humaine. Par contre,
un vaccin commercial, connu sous le nom d’OVILIS® - TOXOVAX (commercialisé par la
société INTERVET), est employé avec succés contre l'infection congénitale chez la brebis.
Ce vaccin repose sur l'inoculation, juste avant la gestation, d’'une souche atténuée de
parasites incapables de se différencier en bradyzoites (Buxton and Innes, 1995). Ce
vaccin n‘est cependant pas utilisable chez I'homme car la vaccination par des parasites
vivants atténués pourrait entrainer des risques potentiels de réactivation.

La vaccination des chats, hotes définitifs responsables de la dissémination d’oocystes
dans l'environnement, est un autre enjeu majeur des essais de vaccination. Une souche
mutante, T-263, ayant perdu sa faculté de former des oocystes, a été développée et
testée chez des chatons. Leur vaccination par des bradyzoites de la souche T-263 a
empéché l'excrétion d’oocystes par 84 % des chatons (Frenkel et al., 1991).

Une autre option est le recours a des parasites irradiés. Des essais sur les souches RH
(type I) et Beverley (type II) ont montré qu’elles conservaient leur pouvoir invasif et
leurs propriétés antigéniques, tout en ayant perdu leur potentiel de multiplication
intracellulaire. La vaccination de souris par l'une ou l'autre de ces souches irradiées
conduit a la résistance contre un challenge virulent par la souche RH. En revanche, la

vaccination de chatons par la souche Beverley irradiée n’entraine qu’une inhibition
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partielle de I’'excrétion d’oocystes aprés challenge homologue. De plus, la vaccination de
chatons par la souche RH irradiée ne limite pas du tout la dissémination parasitaire aprés
challenge par la souche Beverley (Omata et al., 1996).

Les antigénes de surface du parasite (protéines SAG) ainsi que les antigénes sécrétés
(protéine GRA et certaines protéines ROP) (Cf. Paragraphes II-1-2, II-1-6 et II-2-3),
exprimés sous forme recombinante, seraient de bons candidats pour le développement
de vaccins (Zhou et al., 2007 ; Jongert_et al., 2009 ; Déskaya et al., 2009 ; Hiszczynska-
Sawicka et al., 2010 ; Golkar et al., 2007 ; Guionaud et al., 2010). Certains de ces
vaccins en sont au stade expérimental sur les modeéles animaux et montrent une
protection significative (Bout et al., 2002 ; Tarleton, 2005 ; Ddskaya et al., 2009).
Récemment des protéines purifiées, associées a un adjuvant, ont été administrées a des
chats par voie nasale, entrainant une bonne protection contre l’excrétion d’oocystes,
puisque deux chats testés sur trois n‘en sécrétaient pas. Ces résultats encourageants

restent a confirmer du fait des faibles effectifs par lot d’animaux (Garcia et al., 2007).

L'utilisation de vaccins ADN a été également testée chez les animaux d’élevage et les
chats. Le principe de la vaccination ADN consiste a injecter non pas la protéine vaccinale
mais I'’ADN correspondant (Moiré et al., 2009). L'injection de I’ADN dans un muscle strié
aboutit a I’expression de la protéine correspondante dans les myocytes du lieu
d’injection. Par exemple, I'immunisation de souris par un mélange de plasmides codant
pour GRA4 et SAG1 protege les souris de fagon significative contre la phase aigué de
I'infection (75 % de survie), ce résultat étant amélioré par la co-injection d’'un plasmide
codant pour le GM-CSF (87 % de survie) (Mévélec et al., 2005).

Enfin, en 2004, une demande de brevet pour un nouveau vaccin anti-toxoplasmose
utilisant une souche RH mutée par élimination des génes MIC1 et MIC3 (mutant
Knocked-out (KO) MIC1-MIC3) impliqués dans la virulence parasitaire, a été déposée.
Chez la souris, I'immunisation par le KO MIC1-MIC3 permet d’obtenir une forte réponse
humorale et cellulaire de type Thl, avec une protection importante contre Ia
toxoplasmose chronique (plus de 96% de réduction des kystes intra-cérébraux) (Ismael
et al., 2006). Ce vaccin confere également la protection contre l'infection congénitale
chez la souris (survie de 100% des nouveaux-nés). Une étude réalisée chez 12 brebis
séronégatives, vaccinées par voie sous-cutanée par le KO MIC1-MIC3, a mis en évidence
une protection contre l'avortement dans 90% des cas (Mévélec et al., 2010). Au vu de
ces résultats, le parasite atténué KO MIC1-MIC3 pourrait étre commercialisé dés 2012,

afin de vacciner les brebis contre la toxoplasmose congénitale.

28



INTRODUCTION
CHAPITRE II Mise en place de la vacuole parasitophore

CHAPITRE II: Mise en place de Ia
vacuole parasitophore

T. gondii est capable d’envahir potentiellement tous les types de cellules nucléées des
mammiferes et d'oiseaux. En tant que parasite intracellulaire obligatoire, il a développé
des mécanismes lui permettant d’envahir efficacement une cellule hote et de survivre a
I'intérieur de celle-ci. L'invasion est un phénomene actif et rapide qui aboutit a la création
d'une VP isolée du trafic cellulaire et dans laquelle le parasite va pouvoir se multiplier. T.
gondii est une cellule eucaryote a part entiere mais avec des spécialités propres au
phylum des Apicomplexa. L'objectif de ce deuxi@éme chapitre d’introduction est de
comprendre comment se forme et comment fonctionne la VP. La reconnaissance des
récepteurs cellulaires a la surface de la cellule hote constitue le point de non-retour qui
déclenche une cascade moléculaire puissante impliquant les organites de sécrétion de
Toxoplasma ainsi que son cytosquelette, afin de propulser le parasite dans la cellule hote,
tout en formant la VP. Je détaillerai donc cette cascade d’événements qui aboutissent a
la formation de la PV puis m’attarderai sur ses constituants et sur ce qui est connu du

fonctionnement de la VP mature.

Le parasite présente une polarisation marquée, avec une extrémité antérieure effilée et
une extrémité postérieure arrondie (Figure 13). Il a la forme d’un croissant et mesure 6-
7 um de long et 2-3 um de large. Il comprend les organites classiques de toute cellule
eucaryote (noyau, reticulum endoplasmique (RE), ribosomes (Hager et al., 1999), un
appareil de Golgi (Coppens et al., 1999 ; Pelletier et al., 2002), des lysosomes, une
mitochondrie unique et il est délimité par une membrane plasmique. Caractéristique
commune a tous les Alveolata (Cf. chapitre I-2), la membrane plasmique est associée a
un complexe membranaire interne (IMC, pour « inner membrane complex »), constitué
de deux saccules membranaires étroitement accolés, I'’ensemble membrane plasmique et

IMC constituant la pellicule. 7. gondii posséde également des organites particuliers,
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parmi lesquels un plaste non photosynthétique (l’apicoplaste), une vacuole rappelant
celle des cellules végétales (Miranda et al., 2010 ; Van Dooren and Ralph, 2010) ainsi
qu’un complexe apical formé d’un conoide et de trois types d’organites de sécrétion
propres au phylum des Apicomplexa, les micronémes, les rhoptries et les granules
denses (GD) (Figure 12).

Complexe apical
(conoide, micronémes,...)

Granule dense

Membrane plasmique Rhoptrie
Vacuole
Apicoplaste
Complexe membranaire
interne mitochondrie
Noyau
Cytoplasme
Nucléole
Réticulum
endoplasmique

Figure 12. Photo de microscopie électronique a transmission d’un tachyzoite extracellulaire
Adapté de (Miranda et al., 2010).

Avant d’introduire la VP a proprement parler, je résumerai trés brievement |'état des

connaissances sur le génome parasitaire.

A l'exception de sa division sexuée dans l'intestin du chat et juste avant sa division
binaire en deux cellules filles (Cf. Chapitre II-3), le génome de T. gondii est haploide
(McLeod et al., 1991).

¢ Le génome nucléaire contient 65 Mb d’ADN réparties sur 14 chromosomes dont la
taille varie entre 2 et 8 Mb (Sibley and Ajioka., 2008). Les génomes de plusieurs souches

parasitaires représentatives des 3 souches archétypales (ME49 (type II) ; GT1 (type I) ;
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RH (type I) ; VEG (type III)), ont été séquencés et sont maintenant en cours

d’annotation (http://www.toxoDB.org). Le génome nucléaire comporte environ 8 000

genes dont la majorité ne contient pas d’introns (Xia et al., 2008). Pour la plupart de ces
genes, il n’existe qu’une seule copie. Les analyses bioinformatiques montrent que la
machinerie de transcription des Apicomplexa serait rudimentaire (Meissner and Soldati,
2005). L'analyse prédictive du génome révéle que le protéome renfermerait 11% de
protéines contenant un peptide signal et 18% de protéines contenant un domaine
transmembranaire, ces statistiques étant similaires a celles obtenues a partir de I'analyse

protéomique de Plasmodium falciparum (http://www.toxoDB.org ; Xia et al., 2008).

En plus de son génome nucléaire, T. gondii contient deux génomes extra-

chromosomiques :

¢+ un génome mitochondrial (Cf. Chapitre II-2-1) qui contiendrait 34 kb de séquences
répétées en tandem codant par exemple, pour le cytochrome B, les sous-unités de la
cytochrome C oxydase ainsi qu’un ARN ribosomal fragmenté (Joseph et al., 1989 ; Sibley
and Ajioka, 2008) ;

¢+ un génome plastidial circulaire de 35 Kb (Fichera and Roos, 1997 ; Maréchal and
Cesbron-Delauw, 2001 ; McFadden and Waller, 1997 ; Foth and McFadden, 2003),
localisé dans l'apicoplaste (Cf Paragraphe II-2-1), et riche en bases A-T (environ 78,4 %)
(Cai et al., 2003). Aucun géne ni pseudogene codant pour une protéine de photosynthése
n'y est prédit (Bisanz et al., 2008). Le génome plastidial coderait pour 60 génes environ,
parmi lesquels une ARN polymérase, des génes ribosomaux (Roos et al., 1999 ;
McFadden and Waller, 1997) et des génes impliqués dans la synthése d’acides gras,

comme par exemple : Acp, Fab H et Fab Z (Bisanz et al., 2006).

II-1) Invasion de la cellule hote et formation de la VP

L'entrée active du tachyzoite dans la cellule hote est un phénomeéne trés rapide
puisqu’elle nécessite moins de 20 secondes. Elle mobilise essentiellement le complexe
apical du parasite ainsi que son cytosquelette et son IMC. L'ensemble des processus qui
aboutissent a la formation de la VP et qui sont décrits ci-dessous, sont relativement bien
conservés chez tous les Apicomplexa. Dans ce chapitre, aprés avoir rappelé quelles sont
les bases de la mobilité parasitaire, je m’attacherai a décrire les organites impliqués dans
I'invasion ainsi que les événements moléculaires et cellulaires de l'invasion aboutissant a

la formation de la VP, tels qu'ils sont connus actuellement, en les découpant selon les 7
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étapes présentées sur la figure 13. J’aborderai également les modifications connues de

la cellule hote, suite a la formation de la VP.

f 15-20 sec | F—1-2 min—]

(1) Initial attachment
(2) Apical attachment
(3) MJ formation
>6nm | <6nm (4) Rhoptry discharge
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ROMs ,
N

(7) Separation
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Figure 13. Modéle d’invasion de Toxoplasma en 7 étapes. (1) L'attachement initial a la cellule héte implique
la reconnaissance des récepteurs de surface cellulaire par les protéines de surface SAG. (2) Les protéines MIC
sécrétées en réponse a un flux de calcium, s’accumulent a la surface du parasite, au niveau apical (en forme de T
rouge) et permettent I'attachement du parasite a la cellule héte. (3) Aprés l'extrusion du conoide, la jonction
mobile (vert et anneau rouge) se forme avec la sécrétion des protéines RON (vert) qui s’associent a la protéine
AMAL1 issue des micronémes (cercles rouges). Une interface d’interaction avec la cellule héte inférieure @ 6 nm et en
forme de petit anneau est ainsi créée, c’est la jonction mobile. (4) Les protéines ROP (jaune) sont sécrétées dans le
cytoplasme de I’'h6te, au niveau du site d’invasion. (5) Le parasite pénetre activement la cellule hote et pousse
(fleches latérales) les MICs transmembranaires et/ou I'anneau AMA1/RON vers la partie postérieure du parasite, en
invaginant la membrane de la cellule héte pour créer la VP. Une ou plusieurs protéases rhomboides (ROM) (en
violet) clivent et libérent les MIC de la partie postérieure. (6-7). Alors que le parasite accomplit les étapes 2 a 5 en
15 a 20 s, les derniéres étapes, c’est-a-dire la cléture de la VP et sa séparation de la membrane plasmique de la
cellule héte ,nécessitent 1 a 2 min. D’aprés (Carruthers and Boothroyd, 2007).

1) T. gondii, un parasite tres mobile

Les stades infectieux de T. gondii et des autres Apicomplexa sont mobiles. 7. gondii ne
posseéde pourtant ni cil, ni flagelle et il n'effectue pas de mouvement amoeboide.
Néanmoins, il est capable de se déplacer sur un substrat solide, selon une polarité
antéro-postérieure, par un mouvement de glissement appelé « gliding » (Figure 14). 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). Le
gliding peut étre observé aussi bien in vitro qu’in cellulo, dans différentes conditions : sur
substrat artificiel (Figure 14B) ; au cours de la recherche d’une cellule h6te, donc lors

des étapes trés précoces de l'invasion ; au cours de l'egress des parasites (Cf. Chapitre
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11-4) et a travers les différentes barriéres cellulaires afin d'assurer la dissémination du

parasite dans I'organisme hote.
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Figure 14. Le gliding de Toxoplasma. (A) Schéma des mouvements hélicoidaux effectués par le parasite.
D’aprés (Hakansson et al., 1999). (B) Visualisation par immunofluorescence, a I'aide d’un anticorps dirigé contre
la protéine de surface SAG1, de la trace laissée par le parasite en mouvement sur une lame de verre recouverte
de sérum. D'aprés (Sibley, 2003).

C’est la pellicule qui abrite la structure responsable de ces mouvements et qui est
appelée le «glideosome» (Soldati and Meissner, 2004). Celui-ci est situé entre la
membrane plasmique du parasite et I'IMC et il sera décrit en détails dans le chapitre II-1-
5.

2) Phase initiale de l'attachement du parasite a la cellule

héte : réle des protéines de la membrane plasmique

La membrane plasmique de Toxoplasma est une bicouche lipidique classique. Elle permet
la fixation du parasite sur son substrat ainsi que I'ancrage des protéines du glideosome
(Cf. Chapitre II-1-5). Bien que le fractionnement sub-cellulaire de cette membrane
plasmique soit possible (Lei et al., 2005), on n’en connait pas encore la composition
lipidique exacte. Elle possede de nombreuses protéines GPI-ancrées associées a des
domaines lipidiques résistant aux détergents (DRM) (Azzouz et al., 2006). C'est la famille
des protéines SAG qui constitue la famille d’antigénes majeurs de la surface parasitaire
(Mineo and Kasper, 1994 ; Crawford et al., 2010). Actuellement, 160 membres environ
de la famille des SRS (SAG Related Sequences) ont été identifiés mais la résolution de la

structure tri-dimensionnelle n‘a été obtenue que pour SAG1, la premiére protéine
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identifiée de cette famille (Crawford et al., 2009). SAG1 constitue d’ailleurs I'antigéne
majeur de la surface de Toxoplasma.

L'attachement de T. gondii a sa cellule cible est cycle cellulaire-dépendant. Le taux
d’invasion dans les cellules en phase S est en effet largement supérieur a celui observé
pendant les autres stades du cycle cellulaire (Grimwood et al., 1996 ; Behnke et al.,
2010). Dans un premier temps, le contact entre le parasite et la cellule hote est établi de
maniére transitoire, par les protéines SAG (Figure 13-1) (He et al., 2002). 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 et pourrait également expliquer le fait que le parasite soit capable d’envahir

des types cellulaires tres différents (Carruthers and Boothroyd, 2007).

3) Attachement apical du parasite a la cellule héte : réle des

protéines de micronémes

Les micronémes sont de petites structures vésiculaires en forme de batonnets, d’environ
250 nm de long et 50 nm de large. Ils sont localisés dans la partie la plus apicale du
parasite, juste sous le conoide. On peut en compter jusqu’a 100 par cellule parasitaire et
ils apparaissent denses aux électrons (Figure 12).

La composition lipidique de la membrane des micronémes est inconnue. De méme, le
protéome est incomplet. Cependant, a ce jour, une trentaine de protéines a été identifiée
dans ces organites (Dowse and Soldati, 2004 ; Carruthers et al., 2000 ; Zhou et al.,
2004 ; Binder et al., 2008 ; Kawase et al., 2010 ; Kafsack and Carruthers, 2010).

En se basant sur leur structure primaire, les protéines MIC (protéines de micronémes),
trés conservées parmi les Apicomplexa, peuvent étre classées en deux catégories, les
solubles et les transmembranaires. La caractérisation moléculaire des deux catégories de
protéines MIC a révélé une conservation frappante de domaines structuraux, souvent
présents sous plusieurs copies. Ces domaines présentent de fortes homologies avec des
domaines d’adhésion identifiés dans des protéines d’eucaryotes supérieurs (Tomley and
Soldati, 2001 ; Carruthers and Tomley, 2008). Ces domaines d'adhésion, impliqués dans
les interactions protéines-protéines, protéines-carbohydrates et protéines-GAG ainsi que
dans la reconnaissance cellulaire, sont listés sur la Figure 15 (Dowse and Soldati, 2004 ;
Saouros et al., 2005 ; Lebrun et al., 2007 ; Blumenschein et al., 2007). La résolution de
la structure tridimensionnelle de quelques unes des protéines MIC ou de certains de leurs
domaines ainsi que l'incubation de protéines MIC recombinantes sur des puces a sucres a

d’ailleurs permis de démontrer l'interaction par exemple entre MIC1 et MIC13 et |'acide
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sialique de certains GAGs (Tonkin et al., 2010 ; Friedrich et al., 2010 ; Blumenschein et
al., 2007).
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Figure 15. Organisation modulaire des principales protéines MIC identifiées. Les principaux domaines
protéiques analogues aux domaines d’adhésion des protéines de cellules des eucaryotes supérieurs, incluent des
domaines homologues au facteur EGF (Epidermal Growth Factor), des répétitions thrombospondine (TSR), des
domaines intégrine A, des domaines analogues aux lectines, des domaines Apple et/ou des domaines MAR
(Microneme Adhesive Repeat) qui lient les oligosaccharides sialylés de la cellule héte. D'apres (Carruthers and
Tomley. 2008)

Durant leur trafic entre le RE et les micronémes, les protéines MIC s’assemblent en
complexes et subissent deux étapes de clivage avant d’étre activées et sécrétées (Conseil
et al., 1999 ; Harper et al., 2006 ; Teo et al., 2007). Une premiére étape de clivage du
propeptide, assuré par une cystéine protéase, peut étre la cathepsine L, serait nécessaire
au ciblage des protéines vers les micronémes, leur sécrétion et la formation de
complexes MIC. Trois types de complexes de protéines MIC ont été identifiés pendant le
trafic jusqu’aux micronémes (MIC6/MIC1/MIC4 ; MIC2/M2AP et MIC3/MIC8), les
protéines transmembranaires MIC2 et MIC6 jouant le role d’escorter des protéines
solubles qui leur sont associées (Figure 16) (Reiss et al., 2001 ; Jewett and Sibley,
2004 ; Friedrich et al., 2010).
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Figure 16. Deux complexes de protéines MIC identifiés jusqu'a présent. Parmi les protéines MIC
transmembranaires, seules MIC2 et MIC6 jouent le role d’escorter pour le trafic et la sécrétion des protéines MIC
solubles qui leur sont associées (M2AP dans le cas de MIC2 et MIC1/MIC4 dans le cas de MIC6). Les domaines
protéiques rouges indiquent un repliement en hélice a, les domaines bleus sont en feuillets B et les domaines gris
correspondent a des domaines non structurés. La figure montre la prédiction de la distance (en nm) entre les
différents complexes de protéines MIC représentés et la membrane plasmique parasitaire. Adapté de (Carruthers
and Tomley, 2007).

Lors du processus d’invasion, les protéines de micronemes sont sécrétées par la partie
apicale du parasite, au moment du contact avec la cellule héte et suite a une élévation
transitoire de la concentration intracellulaire en calcium (Carruthers and Sibley, 1999), ce
qui induit également l'extrusion du conoide (Figure 13-2) (Cf. Chapitre II-1-4)
(Carruthers and Sibley 1997 ; Soldati et al., 2001). Une fois sécrétées, les MIC
transmembranaires adoptent une topologie de type I dans la membrane plasmique du
parasite. La protéase SUB1, sécrétée également a partir des micronémes, semble jouer
un rdle clé pour cliver et activer les complexes effecteurs MIC2/M2AP et MIC6/MIC1/MIC4
(Lagal et al, 2010 ; Sheiner et al., 2010), afin de permettre leur attachement aux
récepteurs présents a la surface de la cellule héte (ex : reconnaissance de ICAM1
(IntraCellular Adhesion Molecule 1) et de I’'héparine par MIC2) (Brossier and Sibley,
2005 ; Carruthers and Blackman, 2005 ; Brossier et al., 2005 ; Dowse et al., 2005). La
diversité des liaisons engagées entre les différents complexes de protéines MIC et les
différents récepteurs cellulaires conférerait au parasite, la capacité d’interagir avec un
trés grand nombre de types cellulaires (Cérede et al., 2005).

Parce que les interactions entre les protéines MIC et les récepteurs cellulaires ne doivent
étre que transitoires, les complexes de protéines MIC doivent étre rapidement
désassemblés : c’est le role des protéases rhomboides a sérine ROM4 et ROM5 de la
membrane plasmique parasitaire. Ces protéases cliveraient les domaines

transmembranaires de MIC2 et MIC6 a lintérieur méme de la membrane plasmique
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parasitaire, libérant ainsi les domaines d’adhésion extracellulaires dans le milieu
extracellulaire (Dowse and Soldati, 2004 ; Dowse et al., 2005).

Apres leur sécrétion, certaines des protéines de micronémes telles que AMA1, s’associent
a des protéines de rhoptries, notamment a celles du complexe de protéines RON impliqué
dans la formation de la jonction mobile (Cf. Chapitre I-6-b). Enfin, d’autres protéines de
micronémes, telles que les perforines, sont impliquées dans le processus d’évasion
(egress) des parasites de la cellule hote (Cf. Chapitre 11-4) (Kafsack and Carruthers,
2010).

4) Extrusion du conoide

Parmi les Alveolata, les Apicomplexa et les Dinoflagellés partagent la caractéristique de
contenir un conoide a leur extrémité apicale. Le conoide est un cylindre légérement
conique, constitué de microtubules de 26 a 30 nm de long, enroulés en spirale (Figure
17) (Hu et al., 2006). Le conoide est limité a I'avant, par deux anneaux pré-conoidaux et
a l'arriére, par deux anneaux polaires. L'anneau polaire postérieur constitue le centre
organisateur des 22 microtubules sous-pelliculaires qui s’étendent le long de la face
cytoplasmique de I'IMC et qui donnent sa forme arquée au parasite (Hu et al., 2006). Le
conoide comporte également deux microtubules centraux, étroitement liés I'un a l'autre,
et dont I'un des roles serait de servir de rails de transport aux vésicules de sécrétion lors
de l'invasion (Carruthers and Sibley, 1997).

Des traitements de parasites extracellulaires par des détergents conduisent a la
purification du cytosquelette parasitaire, ce qui a permis de réaliser I'analyse
protéomique du complexe apical. Celle-ci a révélé la présence de nombreuses protéines
homologues aux protéines du cytosquelette des cellules de mammiferes (Hu et al.,
2006 ; Heaslip et al., 2009).
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Figure 17. Le conoide de T. gondii. (A) Schéma du complexe apical (encadré) : il comporte deux anneaux pré-
conoidaux a l'avant, et deux anneaux polaires a l'arriére. Les anneaux polaires délimitent le conoide en forme de
cylindre. Le conoide est constitué de microtubules enroulés en spirale. L'anneau polaire postérieur est le centre
organisateur des 22 microtubules qui s'étendent le long de la face cytoplasmique de I'IMC. Echelle : 0,3 ym. Adapté de
(Heaslip et al., 2009). (B) Photo de microscopie électronique a balayage qui montre la protrusion du conoide d’un
tachyzoite traité par un calcium ionophore. La fleche3fanche infique un conoide extrudé. L'échelle est de 1 um.

(Monteiro et al., 2001).
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Le conoide est une structure rétractile qui effectue des mouvements de protrusion et de
rétraction (Figure 17B). L'extrusion du conoide peut étre stimulée in vitro, de facon
irréversible, par un flux de calcium induit par lionomycine (calcium ionophore)
(Mondragon et al., 1996, Monteiro et al., 2001 ; Caldas et al., 2010). De méme, elle peut
étre induite de facon réversible, par un traitement du parasite par I’éthanol, déja connu
pour induire la sécrétion des micronémes. La cascade d’induction qui conduit a I'extrusion
du conoide passe par l'activation de la phospholipase C, la libération de calcium
intracellulaire par des canaux sensibles au phosphatidyl inositol (3) phosphate. Les
filaments d’actine ainsi que la myosine du parasite mais pas ses microtubules sont
mobilisés. A l'inverse, I'extrusion du conoide peut étre inhibée par un pré-traitement des
parasites par des inhibiteurs de sérine-thréonine kinases (Del Carmen et al., 2009). De
méme, lors de l'invasion, c’est un flux de calcium qui déclenche la protrusion du conoide.
Cette extrusion assurerait une poussée mécanique sur la membrane plasmique de la
cellule hote et constituerait une des étapes initiales dans la formation de la VP. La
rétraction du conoide se fait a la fin de l'invasion et implique les filaments d’actine

(Frixione and Mondragon, 1996).

5) Propulsion dans la cellule hote grace au glideosome

Pour comprendre la mise en place du complexe protéique du glideosome responsable du
déplacement parasitaire par gliding et de l'invasion dans la cellule héte, il est nécessaire
de se familiariser avec le cytosquelette complexe du parasite. Ce cytosquelette est

étroitement associé a la pellicule, qu'il est donc nécessaire d’introduire également.

La pellicule est constituée d'un complexe tri-membranaire de 60 nm d’épaisseur, formé
d’une membrane plasmique externe et de I'IMC, lui-méme constitué de deux membranes
tres proches l'une de l'autre, résultant de vésicules aplaties (Morrissette and Sibley,
2002) (Figure 18). L'IMC, par sa membrane interne, est étroitement associée aux 22
microtubules sous-pelliculaires ainsi qu’a un réseau sous-pelliculaire composé
probablement de filaments intermédiaires de 8 a 10 nm de diamétre (Mann and Beckers,
2001) formant un maillage régulier ressemblant a un grillage en deux dimensions
(Morrissette et al.,, 1997). La pellicule, dans son ensemble, joue un rdle structural, en
renforgant la structure du parasite, par I'accumulation des bicouches membranaires. Elle
sert également de point d’ancrage au glideosome et aux microtubules. Elle jouerait enfin

un rdle d’interface pour les échanges métaboliques entre la cellule hote et le parasite.
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Figure 19. Représentation schématique de l'organisation de la pellicule de T. gondii. (B) Schéma
illustrant les principales structures internes du tachyzoite. Adapté de (Morrissette and Sibley, 2002). (A)
Agrandissement de la zone de la pellicule encadrée en rouge. (B)). La pellicule comprend trois membranes : la
membrane plasmique, le complexe membranaire interne (IMC) qui comporte lui-méme, deux membranes : la
membrane intra- et la membrane extra-cytosolique. Adapté de (Soldati and Meissner, 2004).

a) le complexe membranaire interne (IMC) et le réseau sous-

pelliculaire

L'IMC est un réseau membranaire situé a environ 15 nm en dessous de la membrane
plasmique. Il est formé par la fusion de vésicules aplaties dont l'origine serait le RE
(Vivier and Petitprez, 1969). L'IMC entoure completement le parasite, sur toute sa
longueur, mais il s'interrompt a l'avant, au niveau de l'anneau polaire postérieur, de
fagon a permettre I'extrusion du conoide. L'IMC s’interrompt également au pole
postérieur du parasite, au niveau d'un anneau postérieur, structure qui termine
I'ensemble du réseau de cytosquelette sous-pelliculaire (Morrissette and Sibley, 2002).
Enfin, I'IMC est également interrompu au niveau d‘une zone appelée micropore,
correspondant a une invagination circulaire de la membrane plasmique, dans la partie
antérieure du parasite, juste au dessus du noyau.

L'association entre la membrane plasmique et I'IMC est probablement médiée par des
complexes protéiques composés soit d’éléments du glideosome, soit d’autres protéines
de I'IMC, soit de protéines du cytosquelette encore non identifiées. Les observations en

cryofracture de la membrane de la face cytosolique de I'IMC montrent des rangées
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régulieres de particules intramembranaires (IMP, IntraMembranous Particles)
(Morrissette and Sibley, 2002). Ces particules représenteraient le domaine cytoplasmique
de protéines transmembranaires de la membrane interne de I'IMC, protéines qui
arrimeraient le réseau sous-pelliculaire de microtubules a I'IMC.

A ce jour, au moins une vingtaine de protéines ont été décrites comme appartenant a
I'IMC et associées au cytosquelette, parmi lesquelles GAP50 et GAP45 (« Glideosome
Associated Proteins » de 50 et 45 kDa, respectivement) (Lorestani et al., 2010 ; Mann
and Beckers, 2001 ; Gilk et al., 2006 ; Bullen et al., 2009). La composition lipidique de
I'IMC reste inconnue. On sait cependant qu’il contient des DRM (Azzouz et al., 2006 ;
Johnson et al., 2007). La protéine GAP50 s’ancre d’ailleurs dans la membrane externe

de I'IMC, par lI'intermédiaire de ces DRM riches en cholestérol (Johnson et al., 2007).

b) les microtubules sous-pelliculaires

T. gondii posseéde deux populations de microtubules : les microtubules du fuseau
mitotique, qui permettent la séparation du matériel génétique du noyau lors de la
division cellulaire (Cf. Chapitre II-3) et les microtubules sous-pelliculaires (Figure 19).
Ces 22 microtubules, sensibles uniquement aux inhibiteurs de polymérisation des
microtubules de type végétal (ex : dinitroanilines) (Stokkermans et al., 1996), s'étendent
depuis I'anneau polaire postérieur du conoide jusque sous le noyau. Cet anneau polaire
postérieur constitue d‘ailleurs le centre organisateur de ces microtubules. En effet,
I’'analyse du protéome du conoide (Hu et al., 2006) a montré la présence de y-tubuline, a
I'origine de lI'anneau vy, structure de base des centres organisateurs MTOC (MicroTubule
Organizing Center). La composition protéique des microtubules sous-pelliculaires
demeure inconnue. Des données récentes y localisent l'articuline, protéine associée au
cytosquelette de nombreux protozoaires (Lemgruber et al., 2009). Le rble principal de
ces microtubules est de maintenir la forme en croissant de la cellule parasitaire, grace a
la tension qu’ils imposent sur la face cytosolique de I'IMC, par l'intermédiaire du réseau

sous-pelliculaire de filaments intermédiaires.
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Figure 19. Structure et localisation des principaux éléments de la pellicule et du cytosquelette de 7. gondii.
(A) Schéma de l'organisation de la pellicule et du cytosquelette qui lui est associé. Le réseau sous-pelliculaire,
probablement formé de filaments intermédiaires (5), se situe entre I'IMC (6) et les microtubules sous-pelliculaires (4).
De courts filaments instables d’actine se forment entre la membrane plasmique et I'IMC (2). La membrane plasmique
délimite la périphérie du parasite (1). Le conoide occupant la partie apicale du parasite est représenté en (3). Photo
réalisée par P. Warfer. site web du laboratoire de L.D. Sibley. (B) cliché de microscopie électronique a transmission du
réseau sous-pelliculaire purifié (Mondragon et al., 1996). Les anneaux polaires antérieurs et postérieurs (pointes de
fleches) ferment ce réseau au niveau du plle apical et postérieur, respectivement. Le réseau de microtubules sous-
pelliculaires (fleche) est intact et encore lié au réseau sous-pelliculaire.

c) Le cytosquelette d’actine

Bien que le role de l'actine dans la mobilité du tachyzoite de T. gondii ait été suggéré
depuis les années 80 grace a l'utilisation de la cytochalasine D (mycotoxine inhibant la
polymérisation de I'actine), la localisation des filaments d’actine n’'avait pas été élucidée
car des anticorps spécifiques d’actines hétérologues ne la détectaient
qu’exceptionnellement dans le cytoplasme parasitaire et parce que la phalloidine, qui
stabilise les filaments d’actine, ne permettait pas de les visualiser (Shaw et Tilney,
1999). De plus, des études de fractionnement cellulaire indiquaient que plus de 97% de
I'actine était sous forme monomérique (Dobrowolski et al., 1997). Ce n’est que suite a
I'utilisation de jasplakinolide, qui stabilise les filaments d‘actine et induit sa
polymérisation, que ceux-ci ont pu étre localisés par microscopie a balayage ou a haute
résolution. Les filaments d’actine ont ainsi été localisés entre la membrane plasmique du
parasite et I'IMC (Figure 19) (Schatten et al., 2003). L'actine des Apicomplexa,
majoritairement globulaire, ne permet d’ailleurs de former que de courts filaments
relativement instables (Wetzel et al., 2003). L'utilisation de la microscopie électronique
sur le cytosquelette purifié a partir du parasite a également mis en évidence que le

réseau sous-pelliculaire qui comprend les filaments intermédiaires et qui est en
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association étroite avec la face interne de I'IMC, était aussi composé de filaments d’actine
(Mann et Beckers, 2001 ; Patron et al., 2005).

d) La myosine

Trois myosines ont été identifiées et clonées chez T. gondii : leur singularité a permis de
définir une nouvelle classe de myosines, la classe XIV (Heintzelman et Schwartzman,
1997). Parmi elles, MyoA est trés particuliére car elle ne posséde pas le domaine cou
existant dans toutes les autres myosines. MyoA a été co-localisée avec l'actine, dans la
périphérie du tachyzoite, en association, par son domaine queue (Hettmann et al.,
2000), avec la membrane plasmique (Dobrowolski et al., 1996). Des inhibiteurs de la
fonction ATPasique de MyoA bloquent la mobilité du parasite, prouvant son rdle dans le
gliding (Dobrowolski et al., 1996). Des études chez Plasmodium ont par contre, montré
que MyoA est localisée au niveau de I'IMC, et non au niveau de la membrane plasmique
(Bergman et al., 2003). Malgré I'absence de domaine cou, MyoA conserve donc les
caractéristiques biochimiques des myosines : elle peut lier l'actine de maniere
dépendante de I'ATP (Herm-Gotz et al., 2002). C’est un moteur rapide, permettant une
avancée du parasite avec une vitesse de 5,2 ym/s. Son r6le définitif dans le gliding et
I'invasion a ensuite été démontré par la construction de parasites KO conditionnels : les
parasites n’exprimant plus MyoA sont incapables de glisser sur un substrat et d’infecter

d’'autres cellules une fois que leur cellule hote est lysée (Meissner et al., 2002).

e) Le glideosome

C’est la pellicule qui abrite le «glideosome», c’est-a-dire le complexe moléculaire associé
a MyoA et responsable des mouvements du parasite (Soldati and Meissner, 2004). A la
base de ce concept, l'idée était que pour que l'actine et la myosine puissent générer la
force nécessaire au gliding et a lI'invasion, elles devaient étre associées a I'IMC d’une part
et aux récepteurs cellulaires et a la membrane plasmique parasitaire d’autre part, d’ou
I'idée de rechercher les partenaires protéiques de MyoA (Opitz and Soldati, 2002).

Le glideosome (Figure 20) est donc localisé entre la membrane plasmique du parasite et
I'IMC : il est ancré par la protéine GAP50 (Cf. Chapitre II-1-5), dans la membrane
externe de I'IMC et par le complexe MIC2-M2AP (Cf. Chapitre II-1-3), dans la membrane
plasmique parasitaire (Foth et al., 2006). Le domaine C-terminal intra-parasitaire de
MIC2 est arrimé au glideosome par lI'intermédiaire de l'aldolase, elle-méme liée a l'actine.
L'ancrage de cet assemblage a GAP50 de I'IMC se fait par I'intermédiaire de MyoA, MLC
(Myosin Light Chain) et GAP45, elle-méme liée a GAP50. C'est donc le complexe
GAP50/GAP45/MLC/MyoA qui constitue le glideosome (Figure 20). Ce complexe se
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forme en deux temps: le complexe soluble MyoA/MLC1/GAP45 cytoplasmique est
d’abord recruté dans la membrane externe de I'IMC et se fixe dans un second temps, a
GAP50 immobilisée dans les DRM riches en cholestérol (Johnson et al., 2007 ; Gilk et al.,
2009).

Lors de l'invasion de la cellule hote et de la formation de la jonction mobile (Cf. Chapitre
II-1-5), linteraction transitoire, dans la membrane plasmique parasitaire, entre le
complexe MIC2-M2AP et le complexe AMA1/RON2/RON4/RON5/RON8 de la jonction
mobile permet de déclencher la mobilisation du glideosome et la propulsion vers l'avant
du parasite. MyoA, ancrée a I'IMC par MLC1, GAP45 et GAP50, glisse le long des
filaments d’actine-F, entrainant les protéines de micronémes vers la partie postérieure du
parasite, ce qui permet a celui-ci de se propulser vers I'lavant, a l'intérieur de la cellule
hote.

Le complexe MIC2-M2AP, et notamment MIC2 transmembranaire, joue donc un role
crucial puisque c’est lui qui permet de transmettre l'information de reconnaissance du
récepteur cellulaire via le domaine N-terminal extra-parasitaire de MIC2, a l'intérieur du

parasite et de déclencher I'activation du glideosome.

L'attachement de la partie N-terminale de MIC2 au récepteur cellulaire constitue donc le
point de non retour et de départ des cascades moléculaires permettant I'entrée du

parasite dans la cellule hote et la formation simultanée de la VP.

| Parasite movemeb

Sub-pellicular microtubules

MyoA
complex
F-Actin
Aldolase
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» plasma
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AMA1-RON2/4/5/8
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complexes

Figure 20. Schéma du glideosome de T. gondii et de sa mobilisation pour assurer la propulsion du
parasite vers l'avant, lors du gliding ou de I'’entrée dans la cellule hote en vue de la formation de la VP.
Les protéines de micronémes sont liées aux récepteurs de la cellule hote et interagissent avec les filaments d’actine
(actine-F) via l'aldolase. La myosine MyoA, ancrée a I'IMC par MLC1, GAP45 et GAP50, glisse le long des filaments
d’actine-F, entrainant les protéines de micronemes vers la partie postérieure du parasite, ce qui permet a celui-ci de
se propulser vers l'avant, a lintérieur de la cellule héte. Le complexe AMA-1/RON2/RON4/RON5/RONS8 situé au
niveau de la jonction mobile ne participe pas au processus d’invasion. IMP, protéines de I'IMC ; IF, filaments

intermédiaires ; TM, domaine transmembranaire. D'a%%s (Carruthers and Boothroyd, 2007).
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6) Tri des protéines cellulaires admises dans la membrane de
la VP : coopération des protéines de micronémes et des
protéines RON de rhoptries pour former la jonction mobile

a) Les rhoptries

Les rhoptries (8-12 chez Toxoplasma) constituent le deuxiéme type d’organites de
sécrétion du pole apical. Ces longs organites (0,25 pm de large et 1-4 ym de long) en
forme de massues inversées (Figure 21), présentent une partie allongée, le cou, qui
traverse le conoide pour s’aboucher au péle apical (Dubtemetz, 2007). Elles présentent
également une partie basale, plus large, le bulbe, situé dans la partie médiane du
parasite. La forme de ces organites demeure la méme aprés sécrétion de leur contenu,
ce qui les rapprochent des glandes de cellules de mammiferes.

La purification des rhoptries a permis d’identifier deux types de composants dans ce
compartiment, des protéines et des lipides (sous forme de vésicules présentes dans le
bulbe).

L'analyse du lipidome des rhoptries a révélé une richesse particuliere en
phosphatidylcholine (PC) et en sphingomyéline (SM) (Besteiro et al., 2008). Les analyses
préliminaires ont montré qu’elles contiennent également de grandes quantités de
cholestérol (Foussard et al., 1991). Le ratio entre cholestérol et phospholipides est
proche de celui retrouvé au niveau des rafts lipidiques (1.4 dans les rhoptries ; 1.2 dans
les rafts et 0.5 dans les membranes « normales ») (Coppens and Vielmeyer, 2005). Le
cholestérol pourrait servir au maintien de la forme des rhoptries car il est présent en trés
grande quantité dans la membrane limitant les rhoptries (Coppens and Vielmeyer, 2005 ;
Besteiro et al., 2008). Il pourrait aussi servir au maintien des courbures membranaires
des vésicules observées dans le bulbe des rhoptries.

La purification des rhoptries a également permis I'’étude du protéome, constitué d'une
trentaine de protéines (Bradley et al., 2005). Il existe deux types de protéines de
rhoptries, les protéines du bulbe, appelées ROP, qui interviennent dans la formation de la
membrane de la VP (Cf Chapitre II-2-2) et les protéines du cou, appelées RON, qui

interviennent dans la constitution de la jonction mobile.

Figure 21. Rhoptries de Toxoplasma. Photo de
microscopie électronique a transmission d’une coupe
Le cou longitudinale montrant I'organisation d’une rhoptrie qui
vient de sécréter son contenu. Les pointes de fleéches
indiquent le conoide du Toxoplasme engagé dans la
membrane plasmique de la cellule héte. Adapté de

L Beilbe (Dubremetz, 2007)

44




INTRODUCTION
CHAPITRE II Mise en place de la vacuole parasitophore

b) La jonction mobile

La jonction mobile est une zone de contact étroit (<6 nm) entre la membrane plasmique
du parasite et celle de la cellule-hdote. Elle est visualisée par une constriction du
toxoplasme qui apparait au pole apical et qui progresse le long du parasite en cours

d’invasion (Figures 13-3 et 22).

Figure 22. Invasion de la cellule hote par T. gondii et formation de la jonction mobile. (A) Microscopie
électronique a transmission qui montre I'invasion in vitro d’une cellule HelLa par un tachyzoite de T. gondii. N : noyau,
MJ : jonction mobile. Echelle = 1 ym. D’aprés (Boothroyd and Dubremetz, 2008). (C), (D), (E), (F) : microcopie
confocale montrant la formation de la jonction mobile in vitro, suite a l'infection des fibroblastes humains par le
toxoplasme. (C) DIC : differential interference contrast (phase). (D) : le signal vert représente le marquage de la
protéine SAG1 (protéine de surface du toxoplasme). (E) : le signal rouge représente le marquage de la protéine RON4
(protéine du cou des rhoptries et participant au complexe RON2/4/5/8/AMA1 lors de la formation de la jonction mobile.
(F) : superposition de (D) et (E). D'apres (Alexander et al., 2005).

L'analyse d’un mutant KO conditionnel de la protéine de micronémes AMA1 avait permis
de mettre en évidence que le parasite est incapable d’extruder son conoide, de former la
jonction mobile et de sécréter le contenu de ses rhoptries alors que la sécrétion des
autres protéines de micronemes restait inchangée (Mital et al., 2005). AMA1 apparaissait
donc comme une adhésine secondaire qui consolide le contact entre le parasite et la
cellule hote et initie la cascade qui conduit a la sécrétion des rhoptries. La recherche des
partenaires protéiques d’AMA1 a permis d’identifier 4 protéines RON du cou des
rhoptries, RON2/4/5/8, sécrétées presque simultanément aux protéines de micronémes
(Alexander et al., 2005 ; Lebrun et al., 2005). Ce complexe soluble de protéines RON se
forme dans le cou des rhoptries, puis aprés sécrétion, AMA1 ancre le complexe dans la
membrane plasmique parasitaire alors que RON2 |'ancre dans la membrane de la cellule
hote. Enfin, le modéle actuel (Figure 23) (Straub et al., 2009) postule que les protéines
solubles RON4/5/8 du complexe AMA1/RON2/4/5/8 sont rattachées au complexe via des

liaisons protéines-protéines et qu’elles assureraient la fonction de filtre moléculaire des
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protéines de la membrane plasmique de la cellule hote afin de ne laisser entrer dans ce
qui sera la membrane de la VP, que les lipides et les protéines GPI-ancrées (Mordue et
al., 1999 ; Charron et al., 2004).

Maving Junction
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Figure 23. Modéle moléculaire de la jonction mobile de T. gondii. Le complexe de la jonction mobile est
formé de AMA1 (protéine de micronémes) et des protéines du cou des rhoptries RON2/4/5/8. Alors qu’AMA1 ancre
le complexe dans la membrane plasmique parasitaire, RON2 |'ancre dans la membrane plasmique cellulaire,
permettant ainsi le rapprochement des deux membranes. Les protéines solubles RON4/5/8 assureraient le tri
moléculaire des protéines de la membrane plasmique de la cellule hote entrant dans la membrane de la VP. D’aprés

(Straub et al., 2009).

La jonction se déplace en méme temps que le parasite se propulse vers |'avant et elle se
referme sur le parasite une fois que celui-ci est entré dans la cellule hote, par fusion de
la membrane de I'hote (Lebrun et al., 2005). La membrane entourant le tachyzoite se
pince alors et se détache de la membrane plasmique de la cellule hote : le parasite se
trouve isolé du cytoplasme de la cellule héte, a I'intérieur de la VP, dont la membrane est
principalement issue de celle de la cellule hote. Grace au filtre moléculaire mis en place
au niveau de la jonction mobile, la membrane de la VP formée ne posséde pas de
molécules régulatrices qui gouvernent la fusion endocytaire, ce qui explique |I'absence de

fusion de la VP avec les lysosomes (Joiner et al., 1990).

Méme si la jonction mobile et le glideosome sont les éléments cruciaux de l'invasion de la
cellule hote conduisant a la formation de la VP, des éléments du cytosquelette de la
cellule hoéte, pourraient également favoriser l'entrée du parasite dans celle-ci. Le
tachyzoite activerait en effet le complexe Arp2/3 et la cortactine (facteurs de nucléation
de l'actine cellulaire), ce qui induirait la réorganisation du cytosquelette d’actine de la
cellule héte pour ancrer la jonction mobile au cytosquelette cellulaire (Gonzalez et al.,
2009). De méme, les microtubules de la cellule hGte se réorganiseraient autour de la

jonction mobile afin d’augmenter la vitesse d’invasion (Sweeney et al., 2010).
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7) Formation de la membrane de la VP : role des protéines
ROP du bulbe des rhoptries

Immédiatement aprés la formation de la jonction mobile, le contenu du bulbe des
rhoptries, compartiment le plus acide de T. gondii, est libéré (Figure 12-4). Les
rhoptries seraient probablement des lysosomes modifiés pour la sécrétion (Ngo et al.,
2004). Le bulbe des rhoptries contient en effet des membranes internes et ressemble
donc a des corps multivésiculaires (MVB pour Multi Vesicular Bodies) d‘origine
endosomale. Toxoplasma utilise d‘ailleurs le systéme endosomal des protéines de surface
(protéines rab et proteines similaires aux protéines COP (coatamer protein complexe) de
la surface du systéme de transport du RE et du Golgi) (Chaturvedi et al., 1999 ; Robibaro
et al., 2002 ; Stedman et al., 2003) et des protéines adaptatrices AP-1 (Adapter Protein
1) (Ngo et al., 2003) pour réguler le trafic vésiculaire a partir du trans-Golgi jusqu’aux
rhoptries, via un MVB ou un compartiment correspondant aux rhoptries immatures
(larges vésicules contenant un matériel dense et hétérogéne). Le cholestérol pourrait
étre impliqué dans l'organisation des MVB et dans le tri et le transport des protéines de
rhoptries vers les rhoptries matures. Les rhoptries immatures évoluent en organites
matures aprés la condensation du matériel contenu dans le bulbe et I'élongation de leur
pédoncule (Figure 24) (Dubremetz, 2007).

En accord avec l'origine golgienne des rhoptries, la biogenése de leurs protéines est
sensible a l'action de la bréfeldine A (Soldati et al.,, 1998), un inhibiteur du trafic
vésiculaire dans les endomembranes. De plus, |'adressage des protéines contenant un
domaine transmembranaire et destinées aux rhoptries, est médié par la reconnaissance
de motifs tyrosine ainsi que par des signaux di-leucine localisés en C-terminal des
protéines. Les protéines solubles de rhoptries, quant a elles, ne contiennent pas de motif
tyrosine et aucun systeme escorteur de protéine transmembranaire n‘a pu étre mis en
évidence. Elles pourraient étre transportées a partir du trans-Golgi vers les rhoptries, via
les rhoptries immatures, grace a des cargos de sécrétion. Le transfert des protéines des
MVB/pré-rhoptries vers les rhoptries matures semble étre régulé grace a I'ATPase

chaperonne VSP4 (vacuolar Sorting Protein 4) (Yang et al., 2004).
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Figure 24. Modéle de la voie de biosynthése des rhoptries des Apicomplexa. La biogenése des rhoptries est
permise grace au trafic vésiculaire médié par AP-1, généralement associé au mécanisme de tri des lysosomes. Les
protéines de rhoptries transitent par la voie endosomale, depuis le réseau trans-Golgien via un corps multivésiculaire
(MVB) ou rhoptrie immature. La protéine chaperonne VSP4 (Vacuolar Sorting Protein 4) pourrait réguler la dynamique
membranaire de la voie endosomale des rhoptries et/ou permettre le transport du cholestérol. Le cholestérol pourrait
étre impliqué dans I'organisation des MVB et dans le tri et le transport des protéines de rhoptries vers les rhoptries
matures. Barre 0.25 pym. D’aprés (Coppens and Vielemeyer, 2005).

La plupart des protéines du buble de rhoptries sont synthétisées sous forme de « pro-
protéines » et subissent une étape de maturation, grace a un clivage de leur domaine N
terminal, durant leur trafic vers les rhoptries (Bradley and Boothroyd, 2001).

La sécrétion des protéines ROP (Figure 12-4) est consécutive a celle des protéines RON
mais le signal moléculaire qui la déclenche, reste inconnu. Elle intervient dans le
cytoplasme de la cellule hote, sous forme de petites vésicules similaires a des exosomes,
plus facilement visibles pendant 24 h environ, quand l’entrée du parasite est inhibée par
la cytochalasine D, ce qui n‘empéche pas la libération des protéines de rhoptries et
permet de former des « fantdmes » de vacuoles appelés «evacuoles» (Hakansson et al.,
2001). Ces petites vésicules s’organisent en longues structures filamenteuses (« beads
on a string ») le long des microtubules cellulaires et pourraient contribuer a enrichir la
membrane vacuolaire de protéines ROP (ainsi que de certaines protéines de granules
denses) (Ravindran and Boothroyd, 2008). La décoration des exosomes par des anticorps
anti-protéines ROP montre effectivement que les evacuoles sont capables de fusionner
avec la PV (Hakansson et al., 2001) mais cela n’a pas encore été démontré pour les
exosomes sécrétés en conditions physiologiques. Seize sérine-thréonine ROP kinases
actives seraient prédites dans le compartiment des rhoptries (Peixoto et al., 2010), parmi
lesquelles la famille de protéines ROP2/4/5/7/8/18 (Taylor et al., 2006 ; Boothroyd and
Dubremetz, 2008) sont ciblées a la membrane de la VP, parfois avec une topologie
inversée (cas de la protéine ROP5) (El Hajj et al., 2007b). Parmi ces ROP kinases, ROP2
a longtemps éte considérée comme une protéine permettant d’ancrer les mitochondries
de la cellule hote a la membrane vacuolaire. Cependant, un parasite délété du locus
ROP2 (donc des génes ROP2a/ROP2b et ROP8) est toujours capable de recruter les
mitochondries (Pernas and Boothroyd, 2010). ROP18 est une kinase capable de s’auto-
phosphoryler et de phosphoryler ROP2 (El Hajj et al., 2007a ; Qiu et al., 2009). ROP18

est également considérée comme le facteur majeur de virulence des parasites de type I,
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capable de réduire la durée du cycle de réplication du parasite dans sa cellule hote (El
Hajj et al., 2007a). Certaines des protéines de rhoptries, en particulier les protéines ROP
solubles, sont quant a elles, sécrétées dans le cytoplasme de la cellule hote (cas de
ROP13 par exemple, Turetzky et al., 2010), a partir duquel elles atteignent son noyau.
Elles peuvent alors interagir avec des molécules qui régulent des voies de signalisation
importantes pour la mise en place de la réponse immune. C’est le cas par exemple de
ROP16, qui contient une séquence d’adressage nucléaire et dont I'activité kinase interfére
avec les voies de signalisation de I’'h6te via les molécules STAT3/6, afin d’augmenter sa
sécrétion d’'IL12 (Saeij et al., 2007 ; Bradley and Sibley, 2007). C'est le cas également
de la sérine-thréonine phosphatase de type 2C, appelée PP2C (Parasite-derived Protein
Phosphatase 2C) (Gilbert et al., 2007 ; Yamamoto et al., 2009).

II-2) Maturation de la vacuole parasitophore :
role des protéines de granules denses

Bien que la formation initiale de leur VP soit conduite par le méme processus d’invasion
active, tous les parasites du phylum des Apicomplexa n‘ont pas développé le méme type
de VP. Celles de Toxoplasma et de Plasmodium, par exemple, correspondent a deux
stratégies différentes de parasitisme intracellulaire. La maturation des VP de Toxoplasma
et de Plasmodium différe en termes d’architecture et de métabolisme (Mercier et al.,
2005 ; Cesbron-Delauw et al., 2008) et s’accompagne de deux modes distincts de
multiplication parasitaire : I'endodyogénie pour Toxoplasma (Cf. Chapitre II-3) versus la
schizogonie pour Plasmodium.

Une fois refermée sur le parasite, la VP de Toxoplasma lui offre protection et nutriments.
Elle s’enfonce rapidement dans le cytoplasme de la cellule hote et migre a proximité du
noyau ou elle s'immobilise, afin de permettre une synchronisation de la division
parasitaire (Cf. Chapitre II-3). La VP de Toxoplasma échappe a la reconnaissance et a la
fusion avec les endosomes et lysosomes de la cellule hote (Joiner et al., 1990 ; Mordue
et al., 1999 ; Charron et al., 2004). Elle semble donc apparemment coupée des sources
potentielles de nutriments que pourraient lui apporter les voies endo- ou exocytaires de
la cellule hote. Toutefois, la VP ne constitue pas un compartiment complétement isolé.
Son pH neutre ainsi que la présence d’inhibiteurs de protéases dans le compartiment
vacuolaire (Pszenny et al., 2002 ; Morris et al., 2002) suggérent qu’elle n‘est pas un
compartiment de dégradation mais plutét une zone d’interface entre le parasite et la
cellule hote. Cette interface pourrait permettre, via différents systémes membranaires
(Cf. Chapitre II-2-2), d'importer divers nutriments nécessaires au développement

intracellulaire des parasites a partir de la cellule héte. A la suite de sa formation, la VP
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subit en effet une derniére étape de maturation qui est caractérisée par le
développement de 3 systémes membranaires, les extensions intracytoplasmiques de la
membrane vacuolaire (PVE pour « Parasitophorous Vacuole Extensions »), les
invaginations de la membrane vacuolaire (HOST) et le réseau de nanotubes
membranaires (RNM) qui se développe dans l'espace vacuolaire, entre les parasites. La
mise en place de ces systémes membranaires est corrélée a un troisieme événement de
sécrétion, a partir des granules denses. Dans ce chapitre, je résumerai les connaissances
actuelles sur I'ensemble des événements décrits ci-dessus. Sachant que la mise en place
de la VP et de ses systémes membranaires ainsi que I'augmentation de la surface de la
membrane vacuolaire, corrélée a la multiplication parasitaire, demandent au parasite de
disposer d’importantes quantités de lipides, je passerai tout d’abord en revue, les
connaissances sur l'origine des lipides de la VP ainsi que les principaux lieux de synthese
de lipides identifiés chez le Toxoplasme. Il est a noter cependant, que les connaissances

dans ce domaine, sont encore fragmentaires.

1) Origine des lipides de Ia VP

L'isolement de VP matures, dépourvues des parasites qu’elles contiennent et des
constituants des cellules hoétes, n‘a, jusqu’a présent, jamais été réalisé. L'analyse
lipidomique (et protéomique) des différents systémes membranaires de la VP n’a donc
jamais été rapportée. Les quelques études réalisées dans le domaine ont cependant
montré que le parasite récupere beaucoup de lipides a partir de la cellule héte et qu’il en
produit lui-méme quelques catégories, a partir de son RE, de sa mitochondrie et de son
apicoplaste. J'aborderai également les quelques données qui concernent l'export des

lipides vers la VP.

a) Lipides acquis a partir de la cellule hote

Le parasite récupére de nombreux types de lipides depuis la membrane plasmique, les
corps lipidiques, le Golgi et les endo-lysosomes de la cellule héte. Il détourne des
phospholipides et des lipides neutres comme le cholestérol ou le ganglioside GM1
(Coppens et al., 2006 ; Nishikawa et al., 2005 ; Charron and Sibley, 2002 ; Martin et al.,
2007). Plus particulierement, le cholestérol semble étre récupéré depuis la voie des LDL
(Low Density Lipoproteins) (Coppens et al., 2000) via les HOST (Cf. Chapitre II-2-2)
(Coppens et al., 2006). Les autres lipides sont directement incorporés dans la membrane
vacuolaire lors de l'invasion (Coppens and Joiner, 2003 ; Charron and Sibley, 2004).
Toxoplasma acquiert également des acides gras exogénes et certains précurseurs de

glycérolipides tels que la sérine, I'éthanolamine et la choline a partir de la cellule hote
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(Quittnat et al., 2004). Ces précurseurs lipidiques sont internalisés dans le parasite avant
d’étre métabolisés et incorporés dans des phospholipides complexes. Ils sont ensuite
dirigés vers les compartiments spécifiques que constituent la membrane plasmique, le
RE, le Golgi, les corps lipidiques ou les rhoptries. Aprés exportation dans la VP, certains
de ces lipides permettent probablement la modification de la composition lipidique de la
membrane vacuolaire (Charron and Sibley, 2002 ; Gupta et al., 2005 ; Bisanz et al.,
2006 ; Coppens et al., 2006).

En ce qui concerne les voies de synthése des phosphoinositides chez T. gondii, I'activité
enzymatique de la phosphatidylinositol synthase (Seron et al., 2000) et de Ia
phospholipase C (Fang et al., 2006) ont été caractérisées chez T. gondii, toutes les deux
localisées dans la membrane plasmique du parasite. On sait également que le parasite
est capable de synthétiser du PI a partir de précurseurs internalisés a partir de la cellule
hote (Bisanz et al., 2008). Enfin, au moment de la formation de la VP, il y a recrutement
de PI (2) P et PI (3) P d'origine cellulaire a la membrane vacuolaire (da Silva et al.,
2009).

b) Lipides synthétisés par le parasite

Le génome de T. gondii code pour un certains nombre d’enzymes impliquées dans le
meétabolisme du carbone et dans le métabolisme des lipides, notamment des enzymes du
cycle des acides tricarboxyliques (cycle TCA), des enzymes de la glycolyse (Polonais and
Soldati-Favre, 2010) ainsi que de nombreux transporteurs de sucres. Comme tous les
eucaryotes, Toxoplasma synthétise des lipides au niveau de son RE. Il utilise également
deux autres compartiments, la mitochondrie et I'apicoplaste, pour compléter son arsenal

lipidique.

¢ Le reticulum endoplasmique

Le RE du parasite représente l'intermédiaire obligatoire des voies de transport et de
sécrétion protéiques vers la membrane plasmique, I'IMC, les organites de sécrétion
(micronémes, rhoptries et GD) mais aussi vers |'apicoplaste. Toxoplasma posséde de
nombreuses protéines orthologues a des protéines impliquées dans la machinerie de
translocation du RE des mammiféres, telles que COP I et II (Coat Proteins I et II), les
SNARE (Soluble NSF Attachment Protein Receptor), AP-1 (Adaptor pPotein-1) et les
protéines Rab (ras-related in Brain) (Chaturvedi et al., 1999). Le RE est également le lieu
de la synthése de nombreux glycérolipides parasitaires : I'acide phosphatidique (PA), la
PC, la phosphatidyléthanolamine (PE), la phosphatidylsérine (PS), le phosphatidylinositol
(PI) et le phosphatidylglycérol (PG) (Bisanz et al., 2006). Cette synthése se fait grace
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aux acétyltransférases acyl-CoA (acylcoenzyme A) issues de la conversion dans le
cytoplasme parasitaire, de I'acyl-ACP de l'apicoplaste en intermédiaires de synthése de
glycérolipides. Les lipides synthétisés sont ensuite stockés dans des corps lipidiques
présents dans le cytosol parasitaire. Les acétyltransférases du RE permettent également
la synthése d’esters cholestéryls, lipides neutres les plus abondants des corps lipidiques
(Nishikawa et al., 2005). Enfin, linitiation de la biosynthése des ancres GPI qui
permettent I'ancrage de la plupart des protéines de surface dans la membrane plasmique
parasitaire, se fait dans le RE, par le transfert du N-acétylglucosamine sur le PI
(Wichroski and Ward, 2003 ; Azzouz et al., 2006).

¢ La mitochondrie

Comme chez de nombreux autres protozoaires, il n‘existe qu‘une seule mitochondrie
(Figure 12), trés longue et tubulaire (c’est une caractéristique des Alveolata), plus ou
moins ramifiée, et délimitée par une enveloppe constituée de deux membranes (Nishi et
al.,, 2008 ; Kohler, 2006). La mitochondrie de Toxoplasma comprend une lumiére
matricielle réduite. La fonction principale de la mitochondrie est métabolique : elle fournit
de l’énergie grace a la synthése de l'adénosine tri-phosphate (ATP). Il a ainsi été
récemment démontré que la phosphorylation oxydative est essentielle pour le maintien
du taux d’ATP dans les tachyzoites intracellulaires (Lin et al., 2009). L’activité
enzymatique du cytochrome C est localisée au niveau de la membrane interne (Melo et
al., 2000). La matrice mitochondriale assure I'expression des génes de l'organite et elle
constitue également le lieu de résidence des enzymes de la voie de synthése FAS I (Fatty
Acid Synthesis type I) des acides gras (Coppens, 2006). Plusieurs lipides y sont ainsi

synthétisés, comme par exemple le PA, le PG et le cardiolipide (Bisanz et al., 2006).

¢ L'apicoplaste

Une des caractéristiques des parasites du phylum des Apicomplexa, a I'exception notable
des cryptosporidies (Zhu et al., 2000), est I'existence d’'un plaste vestigial non
photosynthétique, indispensable a la survie du parasite, et nommé l'apicoplaste (Figures
12 et 25) (McFadden and Waller 1997, McFadden et al., 1996 ; Koéhler et al., 1997 ; He
et al,. 2001 ; Ramya et al., 2007). Ce petit organite, accolé a la mitochondrie, a été
initialement décrit pour ses caractéristiques morphologiques, a savoir la présence de 4
membranes le délimitant (Figure 25). Son origine végétale n'a été démontrée qu’a la fin
des années 1990 : il aurait été acquis lors de I'endosymbiose d’'une cyanobactérie
ancestrale par une algue rouge, elle-méme ensuite endocytée par l'ancétre des

Apicomplexa. Ce double événement d’endosymbiose expliquerait donc la présence des 4
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membranes (Lim and McFadden, 2010). Méme si l|'apicoplaste posséde son propre
génome, la majorité des protéines de cet organite sont codées par le noyau. Elles
possédent donc un peptide de transit permettant leur translocation au travers des 4
membranes (Joiner and Roos, 2002 ; Tonkin et al., 2006 ; Kalanon et al., 2009).
L'apicoplaste est vraisemblablement impliqué dans la synthése d’acides gras par la voie
FAS II (Fatty Acids synthesis type II) (Waller and McFadden, 2005 ; Bisanz et al., 2008).
Cette voie de synthése typique des bactéries et des chloroplastes des cellules végétales,
semble étre indispensable a la survie du parasite (Mazumdar et al., 2006). Les acides
gras produits par l'apicoplaste seraient exportés vers le RE (Bisanz et al., 2006) grace a
I'existence de zones de contact entre les deux organites (Figure 26) (Tomova et al.,
2009).

Apicoplaste

Figure 25. L'apicoplaste de T. gondii. (A) Tomographie en microscopie électronique a transmission.
Image reconstituée a partir de plusieurs images de sections parasitaires fines (60-70 nm). La photo montre
|’'existence de zones de contact entre I'apicoplate et le RE (pointe de fleche). La zone encadrée montre les 4
membranes entourant |'apicoplaste. (B) Photo de modélisation informatique de la figure (A). La barre
d’échelle pour les deux images (A) et (B) est de 200 nm. Adapté de (Tomova et al., 2009).

c) Exportation de lipides vers la PV

Peu de choses sont actuellement connues sur les mécanismes du transport des lipides
vers la VP. Six transporteurs ABCG (ATP-Binding Cassettes of the G family) viennent
d’étre caractérisés, parmi lesquels 4 sont localisés au niveau de la membrane plasmique.
Ces transporteurs seraient impliqués dans la libération dans l'espace vacuolaire, du
cholestérol et de phospholipides (Ehrenmann et al., 2010). De méme, le toxoplasme
secréte dans la PV, une enzyme, la LCAT (Lecithin Cholesterol AcylTransferase) similaire
a la LCAT des cellules de mammiféres, et qui semble étre impliquée dans la régulation de

I’efflux du cholestérol dans la VP (Ehrenmann et al., 2010).
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2) Structures membranaires caractéristiques de la VP

La VP est délimitée par une membrane, la MVP (Membrane de la Vacuole Parasitophore).
Cette derniére présente a son tour, deux types d’extensions membranaires : des
extensions extra-vacuolaires appelées PVE (Parasitophorous Vacuole Extensions) et des
invaginations appelées HOST (Host Organelle Sequestering Tubulostructures) a l'intérieur
de l'espace vacuolaire, ces derniéres invaginations étant sous-tendues par un

microtubule cellulaire (Coppens et al., 2006). A l'intérieur de l'espace vacuolaire, on

retrouve enfin un réseau de nanotubes membranaires (RNM) qui relie les parasites les

uns aux autres et qui les relient a la MVP (Figure 26).

el membra_ne de la PVE: Extensions de la
vacuole parasitophore | MVP

RNM: réseau de
nanotubes
membranaires

" HOST : host organelle A
sequestering tubulo-
structure

Figure 26. Structures membranaires caractéristiques de la VP de T. gondii. La photo de la PVE en haut a
droite est tirée de (Mercier et al., 2010) ; la photo illustrant le RNM est une photographie de la VP en microscopie
électronique a balayage (en bas, a gauche) extraite de (Magno et al., 2005a) et celle illustrant un HOST (en bas, a
droite), est une photo de microscopie électronique a transmission extraite de (Coppens et al., 2006). Les deux
photos du haut sont des photos de microscopie photonique a fluorescence aprés marquage des VP a l'aide d'un

anticorps anti-GRA3 spécifique de la MVP.

a) La membrane vacuolaire, interface d’échanges entre le parasite et la cellule
hote
Une fois dans la VP, T. gondii est séparé du cytoplasme de la cellule héte par deux

barriéres, sa propre membrane plasmique et la MVP (Figure 26-haut-gauche).

Pourtant, pour assurer son développement intracellulaire, 7. gondii a besoin d’assurer
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des échanges avec le milieu extérieur. Pour cela, il établit d'une part, un trafic de
protéines interne au parasite et d’autre part, un trafic sécrétoire vers le cytoplasme et la
membrane de la cellule hote. La MVP délimitant la vacuole joue donc un role
prépondérant car elle constitue l'interface d’échanges entre le parasite intracellulaire et le
cytoplasme de la cellule héte.

Contrairement aux membranes des phagosomes qui se forment suite aux phénomeénes
de phagocytose ou de pinocytose chez les cellules eucaryotes, la MVP de T. gondii se
forme trés rapidement lors de l'entrée active du parasite dans la cellule héte (Sinai,
2008). Son épaisseur est de 13 nm (Magno et al., 2005a). Comme vu précédemment, la
MVP est d’origine mixte, car constituée d’'une part, de la membrane plasmique de la
cellule hote invaginée lors de l'invasion (Mordue et al., 1999 ; Charron et al., 2004) et
d’autre part, de matériel sécrété par les rhoptries puis par les GD (Bradley and Sibley,
2007 ; Boothroyd and Dubremetz, 2008). Trés tot aprés l'invasion, la MVP permet la
sélection puis l'import de nutriments nécessaires au développement du parasite. Les
molécules internalisées a partir de la cellule héte, ont un poids moléculaire inferieur ou
égal a 1 400 Da et seraient donc constituées essentiellement de sucres, d'acides aminés,
d’ions et de précurseurs de synthése (Schwab et al., 1994 ; Polonais and Soldati-Favre,
2010). S’il existe des transporteurs ou des pores dans la MVP, ils ne sont pour l'instant,
pas identifiés. Les mitochondries et le RE de la cellule héte, recrutés a la MVP (Cf.
Paragraphe II-2-4) (Melo and de Souza, 1997 ; Goldszmid et al., 2009), pourraient
également étre une source de métabolites mais les échanges de la VP avec ces organites

cellulaires n’ont pour l'instant, pas été étudiés.

b) Les extensions de la VP dans le cytoplasme de la cellule hote

Ces extensions extra-vacuolaires de la MVP (Figure 26-haut-droite) (PVE pour
Parasitophorous Vacuole Extensions) ont été observées dés les premiéres études des
protéines de GD par immunofluorescence (Dubremetz et al/., 1993) mais elles n’ont
jamais fait l'objet d’analyses approfondies. Les PVE semblent s’étendre le long de
microtubules de la cellule hote, allant parfois jusqu’au centrosome. Elles peuvent
également relier deux ou plusieurs VP au sein d’'une méme cellule (Coppens et al., 2006 ;
Mercier et al., 2010). On peut imaginer que les PVE se forment en partie, a partir des
exosomes (« beads on a string ») associés aux protéines ROP et détectés dans le
cytoplasme de la cellule hote dés I'invasion mais si c’est le cas, cela reste a démontrer.
La nature exacte et la fonction de ces PVE restent également a déterminer. Elles
pourraient étre impliquées dans le recrutement des microtubules de la cellule hote lors

de la formation de la VP.
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c) Les HOST (Host Organelles Sequestering Tubulo-structures)

La MVP est caractérisée par de profondes invaginations qui s’étendent jusqu’a 1.2 ym de
longueur dans l'espace vacuolaire. Ces invaginations contiennent toutes un microtubule
central issu de la cellule hote (Figure 27), suggérant une interaction dynamique entre
les microtubules de I’'hGte et la VP. Ces structures appelées HOST (Host Organelles
Sequestering Tubulo-structures) permettent I'accumulation dans la VP, de vésicules
d’origine cellulaire (endo-lysosomes) qui permettraient au parasite, de répondre a ses
besoins importants en nutriments, notamment en cholestérol. Les HOST sont striés
périodiqguement d’'un manteau de 20 a 25 nm d’épaisseur. Ce manteau abondant est
régulierement espacé et associé a des constrictions locales au niveau de leur membrane.
Ces constrictions, de faible amplitude, ne permettent pas d’assurer un contact physique
entre la MVP et le microtubule central du HOST. Celui-ci est en effet séparé de la
membrane du HOST par un espace de 15 a 20 nm. Les HOST décorés de leur manteau
ont un diameétre total compris entre 95 et 115 nm. La protéine de GD GRA7 est I'un des
composants majeurs du manteau protéique décorant les HOST. Ce manteau protéique
qui joue le réle de « garrot » le long des tubules membranaires constituant les HOST,
permettrait la séquestration de vésicules d’endocytose d’origine cellulaire, apportant

notamment du cholestérol dans la VP (Coppens et al., 2006) (Figure 27).

Figure 27. Les HOST. (A) Microscopie électronique a transmission (coupe longitudinale) montrant une invagination
de la MVP dans l'espace vacuolaire avec, au centre, un microtubule de I’h6te. PV : vacuole parasitophore. Echelle :

50 nm. (B) Les HOST sont striés périodiguement d’'un manteau qui entraine une légére constriction. Echelle :

nm. mt : microtubule ; PV : vacuole parasitophore. (C) Marquage de la protéine GRA7 par immuno-microscopie
électronique. La protéine est détectée au niveau de structures vésiculaires, dans la VP. Ces vésicules sont également
retrouvées aux extrémités des HOST. PVM : MVP ; hcell : cellule héte. Echelle : 150 nm. D’aprés (Coppens et al.,

2006).
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d) Le réseau de nanotubes membranaires (RNM)

Dans la VP, les parasites sont organisés par un systéme membranaire particulier appelé
réseau de nanotubes membranaires (RNM) (Figure 28). Ce dernier se forme durant la
premiére heure d’invasion. A maturité, il est constitué de longs tubules membranaires de
40 a 50 nm de diamétre et qui peuvent atteindre 200 a 500 nm de long. Ces tubules
membranaires sont délimités d’'une membrane classique et sont décorés d’un petit
nombre de particules intra-membranaires. La membrane de ces tubules a une épaisseur
d’environ 8 nm (Magno et al., 2005a). Les tubules membranaires du RNM relient les
parasites les uns aux autres et les connectent également a la MVP (Sibley et al., 1986 ;
1995 ; Magno et al., 2005a).

Figure 28. La vacuole parasitophore mature de T. gondii et son réseau de nanotubes membranaires. Photos
de microscopie électronique a balayage qui montrent (A) l'organisation en rosette d’une vacuole a 8 parasites, 24h
aprés l'invasion et (B) organisation en 3 dimensions, des tubules membranaires qui forment le RNM (fleches blanches).
PVM : membrane vacuolaire ; rb : corps résiduel de division ; Tg ou tx : parasites. D'aprés (Magno et al., 2005a).

L'origine et les composants tant protéiques que lipidiques du RNM demeurent en grande
partie, inconnus. Dans les 10-30 minutes qui suivent l'invasion et la formation de la VP,
le RNM apparait d’abord comme une boule de membranes et des structures multi-
lamellaires localisées dans une invagination postérieure de la membrane plasmique du
parasite (Figure 29) puis il se déploie dans la VP. Il remplit alors progressivement tout

I'espace vacuolaire, entre les parasites, espace qui se réduit au fur et a mesure des
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cycles de division parasitaire. Le RNM (Figure 28) persiste donc tout au long du

développement des parasites dans leur VP (Sibley et al., 1995).

Figure 29. Etapes précoces de la formation du RNM. Photos de microscopie électronique a transmission montrant :
(1) la mise en place d'un amas de matériel membranaire au niveau de I'extrémité postérieure du parasite (fleche). Ce
matériel compacte se déploie petit a petit (2) dans l'espace vacuolaire pour former de long tubules membranaires
constituant le RNM mature (3). Les photos (2) et (3) correspondent a un immunomarquage de la protéine GRA2 associée
au RNM. Photos D. Sibley.

Différentes hypothéses, non exclusives I'une de l'autre, ont été émises concernant le role
du RNM. L'une d’entre elles propose qu'il soit impliqué dans la virulence parasitaire. La
VP des parasites de type I est en effet caractérisée par un RNM bien développé, comme
représenté sur les photos des figures 28-29. Au contraire, dans la VP des souches
moins virulentes (types II et III), le RNM est remplacé par des vésicules (Sibley et al.,
1989). Le RNM serait donc un élément clé de la pathogénicité du parasite. D’autres
hypothéses supposent que le RNM jouerait un rble trophique pour le parasite, en
augmentant la surface d’échange avec le cytoplasme de la cellule héte (Mercier et al.,
2005). Le RNM pourrait également jouer un réle structural pour maintenir et organiser
les parasites au sein de la VP (Travier et al., 2008). Le RNM pourrait permettre
I'acheminement de complexes de protéines ROP vers la MVP (Reese et Boothroyd, 2009).
Enfin, le fait que la majorité des protéines GRA associées au RNM soit retrouvées dans la

paroi du kyste (Torpier et al., 1993 ; Ferguson, 2004) suggére qu’il y aurait une

58



INTRODUCTION
CHAPITRE II Mise en place de la vacuole parasitophore
redistribution du RNM contre la MVP, lors du processus de kystogénése, ce qui est vérifié
in vitro (Mercier et al., résultats non publiés). Les structures tubulaires et les vésicules
observées dans la partie interne de la paroi kystique (Ferguson et Hutchison, 1987) vont
dans ce sens. La formation de boules de membranes enroulées a la partie postiérieure de
certains bradyzoites (Sasono and Smith, 1998) peut également laisser supposer qu’une
structure RNM-like continuerait a étre produite dans la matrice du kyste. Cela suppose

donc que le RNM jouerait un réle structural pour la formation de la paroi kystique.

3) Protéines parasitaires impliquées dans la maturation de la
vP

Deux types majoritaires de protéines ont été détectés jusqu’a présent, dans la VP : des
protéines ROP et des protéines de GD. Afin de permettre la maturation de la VP
néoformée, Toxoplasma fait en effet appel a un troisieme type d'organites de sécrétion
spécifiques au phylum des Apicomplexa, les GD (Dubremetz et al., 1993 ; Carruthers and
Sibley, 1997). Dans cette partie, je vais donc présenter en détails, les protéines
identifiées comme ciblées dans les membranes de la VP, notamment les protéines de GD,
leurs caractéristiques et leurs réles dans la maturation de la VP (pour revues Mercier et
al., 2005 ; 2007 ; 2010).

a) Les protéines ROP

Trés récemment, il a été montré que l'association des protéines de la famille ROP2 a la
membrane de la MVP fait appel a des hélices a-amphipathiques identifiées dans le
domaine N terminal de ces protéines (Reese and Boothroyd, 2010). L'identification d'une
protéine ROP (ROP38) au RMN a d‘ailleurs permis a cette équipe, d’émettre I'hypothése
selon laquelle le RMN permettrait aux protéines ROP ciblées a la MVP, de transiter dans le

compartiment vacuolaire via le RMN (voir paragraphe précédent).

b) Les protéines de granules denses

Les GD sont des structures sphériques d’environ 200 nm de diameétre, qui apparaissent
denses aux électrons en microscopie électronique (Figure 30). Ils sont délimités par une
membrane unique. On en compte environ 15 par tachyzoite, dispersés dans I'ensemble
du cytoplasme. Contrairement aux micronémes et aux rhoptries, les GD 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
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spécialisée, en particulier par la formation d’'une VP qui se différencie en paroi kystique

lors de la conversion du tachyzoite en bradyzoite (Cf. Chapitre I-3-2) (Cesbron-Delauw
et al., 2008, Mercier et al., 2007).

Figure 30. Sécrétion du contenu des GD au niveau de
la partie apicale du parasite. GD : granule dense. Les
fleches indiquent les zones d’exocytose du contenu des GD
dans la VP néoformée. D’aprés (De Souza, 2005).

Les protéines GRA

Dans cette section, en se référant a (Mercier et al., 2010), je vais tout d’abord présenter

la famille des protéines GRA, leur trafic dans le parasite et aprés sécrétion dans la VP.

A l'exception de quelques protéines présentant de fortes homologies avec des protéines
connues et pour la plupart, associées a une activité enzymatique [NTPases (Nucleoside
Triphosphate isomerases) (Bermudes et al., 1994 ; Asai et al., 1995), inhibiteurs de
protéases (Pszenny et al., 2002 ; Morris et al., 2002 ; Morris et al., 2003), cathepsines C
(Que et al., 2007) ou une protéine analogue a l'ostéopontine (Cortez et al., 2008)], la
majorité des protéines de GD identifiées a ce jour, ne présente pas d’homologie avec des
protéines connues. Suivant la nomenclature proposée par Sibley et al. (1991), celles-ci
ont été nommeées protéines GRA. Parmi les Apicomplexa, des protéines homologues aux
protéines GRA n‘ont pu étre identifiées que chez Neospora caninum, parasite du phylum
des Apicomplexa et phylogénétiquement trés proche de T. gondii (Cf. Chapitre I-2).

Les GD n’ayant jamais été encore été purifiés a partir du parasite, leur protéome n’a pas
encore été réalisé. La famille des protéines GRA comprend au moins 15 protéines, toutes
de faible poids moléculaire (20-50 kDa). Elles sont toutes exprimées durant au moins les
deux stades tachyzoite et bradyzoite, a I’exception de GRA11, décrite comme étant
spécifique au stade coccidien (Mercier et al., 2010). L'analyse des prédictions des
séquences en acides aminés des protéines GRA a permis d’identifier des motifs et des

propriétés potentielles développées ci-dessous.
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+ Peptide signal N-terminal

Toutes les protéines GRA posseédent un peptide signal hydrophobe N-terminal qui les
oriente vers la voie de sécrétion des GD (Karsten et al., 1998). Le site prédit de clivage
se situe entre les acides aminés 19 et 27, a l'exception des protéines GRA3, GRA6
(Lecordier et al., 1995) et GRA14 (Rome et al., 2008) qui possédent une région
hydrophobe sub-terminale (Figure 31). Cependant, le long peptide signal de GRA6 est
fonctionnel et permet le ciblage de la protéine vers la VP (Balbeur and Cesbron-Delauw,

résultats non publiés).

+ Domaines hydrophobes

Hormis GRA1 qui est totalement soluble a la fois dans les GD et dans la PV, toutes les
protéines GRA comportent au moins un domaine hydrophobe dans leur région centrale ou
C-terminale (Figure 31). Ce domaine hydrophobe est encadré par deux domaines
hydrophiles. Ces domaines hydrophobes sont formés soit de régions prédites en hélices
alpha-hydrophobes potentiellement transmembranaires (GRA3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 14),
soit d’'une ou plusieurs hélices a-amphipatiques (GRA2 et GRA9). Ces domaines conferent
une propriété membranaire aux protéines GRA sécrétées dans la VP (Henriquez et al.,
2005 ; Mercier et al., 2005 ; Ahn et al., 2005, Rome et al., 2008), a l'exception de GRA4
qui semble s’associer aux membranes de la VP par des interactions protéines-protéines
(Labruyére et al., 1999).

+ Domaines particuliers

L'analyse des séquences en acides aminés et la recherche de motifs spécifiques a permis
d’identifier deux « EF-Hands » dans GRA1 (acides aminés 149-180 et 197-223) (Figure
31). Ces deux domaines sont en accord avec le fait que la protéine fixe le calcium
(Cesbron-Delauw et al., 1989). Un motif de rétention dans la membrane du RE a été
détecté dans la partie C-terminale de GRA3 (Henriquez et al., 2005). Toutefois, chez les
parasites délétés du géne GRA3, le RE de la cellule hote est toujours observé en étroite
apposition a la MVP (Craver and Knoll, 2007). GRA7 et GRA10 comportent un motif
d'adhésion RGD (acides aminés 170-172 et 150-152, respectivement) (Mercier et al.,

2005 ; Ahn et al., 2005) mais sa fonctionnalité n’a pas été explorée (Figure 31).

+ Modifications post-traductionnelles

Une des caractéristiques communes aux protéines GRA est |'existence d’une différence
entre leur poids moléculaire théorique calculé a partir de la séquence en acides aminés et
leur poids moléculaire estimé par SDS-PAGE a partir d’un lysat de tachyzoites. Cette
différence pourrait étre due en partie, a la présence de résidus proline dans la séquence

de ces protéines ainsi qu’a des modifications post-traductionnelles. De nombreux sites de
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N et O-glycosylation sont prédits dans la séquence en acides aminés des protéines GRA
mais peu d’entre elles ont été détectées comme étant réellement glycosylées, hormis
GRA2 (Zinecker et al., 1998), GRA4 (Achbarou et al., 1991) et GRA6 (L. Travier, These
UJF, 2007). Les seuls glycanes détectés sur les protéines GRA sont des O-glycanes qui
seraient additionnés au niveau de l'‘appareil de Golgi unique de Toxoplasma (Golgi
constitué de 3 a 5 saccules empilés en avant du noyau (Coppens et al., 1999 ; Pelletier
et al., 2002). Les phosphorylations pourraient aussi contribuer a cette différence entre le
poids moléculaire apparent et le poids moléculaire théorique des protéines GRA. Des sites
potentiels de phosphorylation sur les résidus sérine, thréonine et tyrosine, sont prédits
dans leur séquence mais seules GRA2 (Mercier and Sibley, résultats non publiés), GRA6
(Labruyére et al., 1999) et GRA7 (Dunn et al., 2008) ont été décrites comme étant
phosphorylées lors de leur sécrétion dans la VP, alors que la phosphorylation de GRA9 n'a
lieu que dans le parasite (Adjogble et al., résultats non publiés) et que GRA1 et GRAS5 ne
sont pas marquées par le [3°P]-ATP (Mercier and Sibley, résultats non publiés). Les
kinases impliquées dans ces modifications n‘ont pas été identifiées (Mercier et al., 2005).
Des sites potentiels de sumoylation sont également prédits dans la séquence des
protéines GRA1, GRA2, GRA4, GRA6 et GRA9 (L. Travier, Thése UIJF, 2007). La
sumoylation pourrait avoir pour role, de prévenir une dégradation trop rapide de ces

protéines dans la VP.
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Figure 31. Représentation schématique des domaines protéiques potentiels des protéines GRA. D’aprées
(Mercier et al., 2010). 62
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Ciblage des protéines vers les GD

Peu d’études ont cherché a identifier les domaines potentiellement impliqués dans le tri
des protéines vers les GD. A la différence des protéines MIC et ROP, les protéines GRA ne
subissent pas de clivage protéolytique durant leur trajet jusqu’aux GD. Le remplacement
du domaine hydrophobe central de GRA4 par celui d’autres protéines membranaires a
montré que le ciblage des protéines de GD vers ce compartiment semble dépendre de la
longueur de leur domaine transmembranaire (Karsten et a/., 2004). De plus, des travaux
récents menés au laboratoire ont montré que c’est le domaine N terminal de GRA5 qui
oriente la protéine vers les GD et qui assure également son ciblage a la MVP (Gendrin et
al., 2008). Ces travaux ont permis de proposer le modeéle selon lequel les protéines GRA
contenant un domaine transmembranaire, entreraient dans la voie de sécrétion au niveau
du RE, via un appareil de type translocon puis s’associeraient en oligomeres dans ce
compartiment, les complexes servant a masquer leur domaine transmembranaire. Le
bourgeonnement a partir du RE permettrait la formation de microvésicules (protéines
complexées a des lipides) qui transiteraient par I'appareil de Golgi puis seraient stockées
a l'intérieur des GD (Figure 32) (Gendrin et al., 2008)

h RNM
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Figure 32. Modéle du trafic post-sécrétoire des protéines GRA. Selon ce modéle, les protéines GRA ayant un
domaine transmembranaire, entrent dans la voie de sécrétion au niveau du RE, via un appareil de type translocon (1) puis
s’associent en oligoméres dans le RE (2), les complexes servant a masquer leur domaine transmembranaire. Des
microvésicules (protéines complexées a des lipides) pourraient se former par bourgeonnement au niveau du RE,
transiteraient par |'appareil de Golgi puis seraient stockées a l'intérieur des GD. La fusion des GD avec la membrane
plasmique du parasite (MPP), permet la libération des protéines de GD dans l|’espace vacuolaire. Les protéines ainsi
libérées interagissent probablement avec d’autres partenaires non encore identifiés et sont ensuite ciblées spécifiguement
vers les membranes du RNM ou de la VP. Par contre, les protéines destinées a la membrane plasmique du parasite (MPP),
s'insérent dans la membrane du RE avec une topologie définie (1), transitent éventuellement par le Golgi aprés leur
bourgeonnement a partir du RE et rejoignent la MPP via la voie de sécrétion constitutive. RE, reticulum endoplasmique ;
GD, granules denses ; MPP, membrane plasmique du parasite ; RNM, réseau de nanotubes membranaires ; MVP,
membrane de la VP ; VP, vacuole parasitophore. D’aprés G3:ndrin et al., 2008).
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Sécrétion des protéines de GD

La sécrétion a partir des GD peut étre observée quelques minutes seulement aprés
Iinvasion et la formation de la VP. Elle a lieu au niveau de la partie apicale du parasite,
aprés fusion de la membrane du GD avec la membrane plasmique, probablement au
niveau de la suture entre deux plaques de I'IMC (Figures 19 et 30) (Dubremetz et a/.,
1993 ; Carruthers and Sibley, 1997 ; De Souza, 2005). Cette sécrétion qui coincide avec
le développement de la VP et de ses systémes membranaires suggére que le mécanisme
particulier qui permet de réguler la sécrétion des GD est directement lié a la formation de
la VP.

Contrairement aux granules sécrétoires des cellules eucaryotes dont le contenu est
condensé lors de la maturation du granule, les GD semblent stocker des protéines a la
fois sous forme soluble et agrégée (Sibley et al., 1995 ; Adjogble et al, 2004 ; Labruyere
et al., 1999 ; Braun et al., 2008). Ce stockage sous deux états pourrait étre a I'origine de
deux types de sécrétion : la fraction soluble, non agrégée, pourrait étre libérée en
permanence, de fagon constitutive, tandis que la fraction agrégée serait libérée
uniqguement en réponse a un signal. La régulation de la secrétion des protéines de GD

dépendrait donc directement de leur état d’agrégation.

¢ Sécrétion constitutive. La fusion de la membrane des GD avec la membrane
plasmique est vraisemblablement aidée ou accentuée par des protéines impliquées dans
le transport protéique entre le RE et I'appareil de Golgi, a savoir des petites GTPases de
la famille des Rab, des facteurs accessoires solubles de la machinerie NSF (N-
ethylmaleimide Soluble Factor), des SNARE/SNAP (Soluble NSF Associated Protein)
(Chaturvedi et al., 1999) et ARF-1 (ADP-Ribosylation Factor 1) (Liendo et al., 2001). De
plus, la protéine Rab 6 semble réguler le transport rétrograde des protéines de GD vers
le Golgi car sa sur-expression empéche la sécrétion des protéines de GD solubles qui sont

alors ramenées vers |'appareil de Golgi et le RE (Stedman et al., 2003).

¢ Sécrétion régulée. La bréfeldine A, qui bloque la sécrétion constitutive des protéines
en provoquant la désorganisation de I'appareil de Golgi, n'a pas d’effet sur la libération
des protéines stockées dans les GD (Coppens et al., 1999). Contrairement aux cellules de
mammiféeres ou I'événement régulé de fusion des granules avec la membrane plasmique
fait suite a une élévation du taux de calcium intracellulaire, chez le toxoplasme, une
stimulation par le calcium n’a aucun effet sur la libération du contenu des GD (Chaturvedi
et al., 1999) alors qu’'elle initie la sécrétion des micronémes (Carruthers and Sibley,
1999). Par contre, lI'incubation de parasites avec du sérum inactivé par la chaleur induit

la sécrétion des GD (Darcy et al., 1988 ; Coppens et al., 1999). Cependant, les protéines
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sériques les plus communes telles que I'albumine sérique bovine, les 1gG, la transferrine

et diverses cytokines n’induisent pas la sécrétion des GD (Coppens et al., 1999).

En résumé, la sécrétion du contenu des GD pourrait dépendre de deux mécanismes
distincts en fonction du niveau de compaction du matériel granulaire : elle pourrait faire
appel soit a un mécanisme constitutif, dépendant de ARF-1, au cours du développement
parasitaire intracellulaire (Liendo et al., 2001), soit a un mécanisme régulé par un
mécanisme inconnu, totalement indépendant de ARF-1, assurant la sécrétion rapide des
protéines de GD au moment ou ces protéines sont requises pour constituer une VP

fonctionnelle.

Trafic post-sécrétoire des protéines GRA

Toutes les protéines GRA sont sécrétées sous forme soluble dans la VP avant d’étre
adressées sélectivement vers ses différents compartiments membranaires : soit la MVP
(GRA3, 5, 7, 8, 10, 14), soit le RNM qui occupe l'espace vacuolaire (GRA2, 4, 6, 9), soit
les HOST (GRA7) (Figure 33). En relation avec cette localisation membranaire intra-
vacuolaire, toutes les protéines GRA sont prédites comme contenant un domaine
d’interaction membranaire. Comme vu précédemment, ce dernier est constitué soit
d’hélice(s) alpha-amphipatique(s) (GRA2 et 9), soit d’'une hélice a hydrophobe prédite
comme étant transmembranaire (GRA3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 et 14) (Figure 33). De plus,
parmi les protéines GRA, seules GRA2 et GRA6 avaient été décrites comme associées a la
boule de membranes décrite dans l'invagination postérieure du parasite, 10-30 min aprés
la formation de la VP et qui est a I'origine du RNM (Sibley et al., 1995 ; Labruyere et al.,
1999) (Figure 29-2 et 33-2).

Si le trafic post-sécrétoire des protéines GRA est bien connu, les mécanismes qui les
adressent spécifiquement vers tel ou tel type de membrane de la VP, restent obscurs.
Dans ce domaine, seuls des travaux récents du laboratoire avaient montré que c'est le
domaine N terminal de GRAS5 qui oriente la protéine non seulement vers les GD mais
aussi vers la MVP apres sécrétion. Ces travaux mettent en avant I'hypothése selon
laquelle le domaine N terminal de la protéine pourrait se lier a un co-facteur vacuolaire
(actuellement inconnu), aprés sécrétion dans la VP, afin de permettre I'exposition de son
domaine transmembranaire et son insertion membranaire. Alternativement, le domaine N
terminal de GRAS5 pourrait reconnaitre des déterminants raftés de la MVP, ce qui

permettrait également son ciblage et son insertion dans la MVP (Gendrin et al., 2008).
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3- PV membrane:
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Figure 33. Spécificité d’adressage des protéines GRA vers les différents compartiments membranaires
de la VP. D’aprés (Mercier et al., 2010).

Fonction des protéines GRA

Comme vu précédemment, la sécrétion des protéines GRA coincide avec la biogenese de
la VP et du RNM, avec lequel certaines protéines GRA (GRA2, 4, 6 et 9) s’associent de
fagon durable (Charif et al., 1990 ; Sibley et al., 1995 ; Mercier et al., 1998a ; Travier et
al., 2008 ; Labruyere et al., 1999 ; Lecordier et al., 1995 ; Adjogble et al., 2004),
suggérant peut étre, lI'implication de ces protéines dans son processus de formation.
Puisque leur fonction n’a pas pu étre sugérée par l'analyse de leur séquence en acides
aminés, I'approche retenue pour étudier la fonction des protéines GRA est la construction
de parasites mutants déficients pour I'expression d’un ou de plusieurs génes GRA, grace
a un double événement de recombinaison homologue au locus, événement qui remplace
le géne a invalider par un marqueur de sélection. L'analyse de tels mutants KO a montré
que la protéine GRA2 est I'effecteur principal du mécanisme de tubulation membranaire a
I'origine de la formation du RNM. En effet, la délétion du géne GRA2 dans une souche de
type I, résulte en une disparition totale du RNM (Figure 34) et en une désorganisation
compléte des parasites au sein de la VP (Mercier et al., 2002 ; Travier et al., 2008). En

outre, il a été montré que ce sont les 3 hélices a-amphipatiques centrales de GRA2
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associées a son domaine N-terminal hydrophile qui sont les domaines indispensables a la
formation du RNM (Mercier et al., 2002 ; Travier et al., 2008). De pus, il a été montré

que les parasites invalidés pour GRA2 sont moins virulents chez la souris (Mercier et al.,
1998b).

‘ VP et RNM de parasites de type sauvage : virulents ‘

| VP et RNM de parasites KO gra2 : moins virulents

Figure 34. Photos de microscopie électronique a transmission et a balayage montrant l'effet de la
délétion du géne GRA2. (A) et (B) Photos de vacuoles issues de parasites de type sauvage. Dans une VP, les
parasites sont étroitement liés les uns aux autres par le RNM et les vacuoles sont organisées en rosettes. (C) et
(D) Les parasites KO gra2 génerent une VP dépourvue de RNM, dans laquelles ils complétement désorganisés. La
délétion de GRA2 entraine I'asynchronie de la division parasitaire. M : mitochondrie de la cellule héte : P : parasite.
D’aprés (Mercier et al., 2002 ; Travier et al., 2008).

Comme observé pour GRA2, la délétion du géne GRA6 du génome parasitaire de type I
conduit également a une perte de l'architecture tubulaire du RNM (Mercier et al., 2002).
Celui-ci est remplacé par de petites vésicules dans la VP mature, méme si des
enroulements membranaires sont encore observés au plle postérieur du parasite peu
apres l'invasion (Figure 35B). La délétion de GRAZ2 affecte justement lI'accumulation de
GRAG6 au niveau du pole postérieur du parasite, 1a ou le RNM se met en place (Figure
35A). De ces observations, il avait donc été conclu que GRA2 semblait étre I'effecteur
principal de lI'organisation tubulaire du RNM tandis que GRAG6, en interagissant avec GRA2

dés sa sécrétion dans la VP, permettrait de stabiliser dans le temps et I'espace, les
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tubules membranaires induits par GRA2, afin de former le RNM mature (Mercier et al.,
2002).

Figure 35. Role de GRA2 et de GRAG6 dans la formation du RNM. (A) Effet de la délétion de GRA2 sur le trafic
postérieur post-sécrétoire de GRA6. Photos d'immunofluorescence indirecte montrant que la délétion de GRA2 entraine
la perte de la localisation de GRA6 au niveau de la partie postérieure du parasite, durant la premiére heure suivant
I'inwasion. (B) GRA2 semble initier la formation du RNM et GRAG6, le stabiliser. Photos de microscopie électronique a
transmission montrant que I'absence de GRA2 ou de GRA6 se traduit par une perte de I'architecture tubulaire du RNM.
Phdtos du haut : les nanotubes du RNM mature sont remplacés soit par un matériel agrégé (KO gra2), soit par de
petites vésicules (KO gra6). Photos du bas : alors que la délétion du géne GRAZ2 se traduit par la disparition compléte du
matériel membranaire observé a la partie postérieure du parasite durant la premiére heure, la perte de GRA6 ne semble
pas influer sur la mise en place de ces membranes qui pourtant, ne peuvent plus se déployer (photos du haut). M,
mitochondrie de I'héte ; E, reticulum endoplasmique de I'h6te ; P, parasite ; WT, parasite sauvage. Echelle : 500 nm.
D’apres (Mercier et al., 2002).

La délétion de GRA5 et GRA7 a également été réalisée dans la souche virulente RH de
type I. Alors que la délétion de GRA5 n’a pas révélé de phénotype particulier (Mercier et
al., 2001), les parasites délétés de GRA7, forment une VP totalement dépourvue de
HOST, ont une croissance réduite lorsqu’ils sont en présence de sérum délipidé et

présentent une morphologie trés altérée (Figure 36). De plus, sous sa forme
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recombinante, GRA7 induit la tubulation de liposomes. L'étude des formes tronquées de
GRA7 a montré que c’est le domaine C terminal hydrophobe de la protéine qui est
responsable de la tubulation. C’est sous une forme dimérisée que GRA7 induirait la
formation de tubules a partir des produits de sécrétion parasitaire in vitro et de
liposomes (Figure 37) (Coppens et al., 2006). L'ensemble de ces résultats a permis de
proposer que GRA7 serait I'effecteur majeur de la formation des HOST (Coppens et al.,
2006).

Figure 36. Les parasites délétés de GRA7 présentent une morphologie altérée en présence de sérum
délipidé. Parasites sauvages (WT) et délétés du géne GRA7 (KO) aprés 48 heures de croissance en présence de 5 %
de sérum délipidé. Les fleches indiquent les structures vacuolisées. Chez les parasites KO, I'absence de GD et d’autres
organites denses aux électrons est rapidement observable. Aucun HOST n’est détecté. Echelle : 0.5 um. D’aprés
(Coppens et al., 2006).

Extrait de sécrétion
. parasitaire in vitro

Figure 37. Tubulation de lipososomes par le matériel sécrété in vitro a partir des toxoplasmes.
Photographies réalisées par microscopie électronique a transmission , aprés incubation du matériel sécrété par les
parasites avec de larges liposomes sphériques (A). A la suite de cette incubation, des tubules sont observés (B).
Echelle : 300 nm. D’aprés (Coppens et al., 2006).

Enfin, la délétion du géne GRA3 a été réalisée dans une souche de type II : aucune
altération de la morphologie de la VP n'a été observée ; de méme, le RE et les
mitochondries de la cellule hote sont toujours détectés contre la MVP (Craver and Knoll,
2007).
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. La construction de souches parasitaires KO pour les protéines GRA s’est heurtée
jusqu’a présent, au fait que chez Toxoplasma, la double recombinaison homologue au
locus se produit avec une fréquence trés rare. La construction récente d’'une souche de
parasites de type I déficiente en Ku80 (protéine qui permet de réparer les extrémités non
homologues d’ADN) (Fox et al., 2009 ; Huynh et al., 2009), devrait permettre de générer
plus facilement une souche KO pour chacune des protéines GRA identifiées. L'analyse de

leur phénotype fournira peut étre des informations intéressantes sur leur fonction.

Régulation de I'expression des protéines GRA lors de I'enkystement

La plupart des études sur les protéines de GD ont été réalisées au stade tachyzoite. Or,
lors de l'infection chronique, la VP se transforme rapidement en un kyste intracellulaire
(Cf. Chapitre I-3-2). Toutes les protéines GRA continuent d’étre détectées dans les GD
des parasites enkystés mais I'expression des NTPases est par contre réduite (Nakaar et
al., 1999 ; Ferguson et al., 1999). De plus, I'analyse sur puce a ADN de la régulation de
I’'expression des protéines GRA lors du processus d’enkystement montre que les genes
GRA1, GRA5 et GRA8 sont régulés négativement au cours du développement puisque
leur ARNm est réprimé. Par contre, les taux d’ARNm codant pour GRA2, GRA3, GRA4,
GRA6 et GRA7 restent stables (Cleary et al., 2002). Malgré |'absence d’ARN transcrit,
GRA1 et GRAS5 sont pourtant toujours détectées dans le kyste (GRA1 dans la matrice
kystique et GRA5, dans la membrane externe du kyste) et les bradyzoites. Les protéines
GRA2 et GRAG6 se retrouvent dans la paroi du kyste (Torpier et al., 1993 ; Ferguson,
2004). Les protéines GRA4 et GRA8 ne sont par contre, pas retrouvées dans les kystes
mais demeurent dans les GD des bradyzoites (Ferguson, 2004). Ces résultats laissent
supposer que la sécrétion de GRA4 et GRAS8 s’arréte dés le début de la formation des
kystes ou que les protéines sont modifiées lors de I'enkystement, ce qui se traduirait par
la perte de la réactivité des anticorps spécifiques (Mercier et al., 2007). L'ensemble de
ces données laisse supposer que l'expression des protéines GRA est régulée au cours de

I’enkystement mais les mécanismes de cette régulation restent inexplorés.

4) Modifications de la cellule hote suite a la formation de la
vP

On ne connait pas encore beaucoup de choses concernant les interactions établies entre
la VP et la cellule hote. On sait cependant, que la formation de la VP s’accompagne

d’événements moléculaires importants dans la cellule hote.
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a) Redistribution des microtubules et des filaments intermédiaires
contre la VP

Dés 4 a 6 heures apres l'infection, les microtubules de la cellule hote commencent a
entourer la VP et 24 heures aprés l'invasion, la VP mature est complétement incluse dans
un réseau de microtubules cellulaires et de filaments intermédiaires, notamment de
vimentine (Figure 38A) (Andrade et al., 2001 ; Sehgal et al., 2005 ; Halonen and
Weidner, 1994 ; Coppens et al., 2006 ; Walker et al., 2008 ; Plattner and Soldati-Favre,
2008 ; da Silva et al., 2009). Par contre, les microfilaments d’actine restent inchangés
une fois la VP mise en place (Coppens et al., 2006 ; Laliberté and Carruthers, 2008).
Comme vu précédemment, les microtubules cellulaires qui entourent la VP se
raccourcissent et pénétrent dans de profondes invaginations de la membrane vacuolaire
pour constituer les HOST (Coppens et al., 2006). Les centrosomes ou MTOC des cellules
infectées se détachent de I'enveloppe nucléaire et s’associent également a la VP. Les
extensions membranaires de la membrane vacuolaire (PVE) dans le cytosol de la cellule

hote pourraient en assurer le recrutement.

Figure 38. Recrutement des microtubules et du RE cellulaires autour de la PV de T. gondii. (A). N : noyau de
la cellule hote ; T : parasite. D’aprés (De Souza, 2005) (B) Cliché de microscopie électronique a transmission. M :
mitochondrie de la cellule héte. ER : reticulum endoplasmique de la cellule héte. T : parasite. D'aprés (Magno et al.,
2005b).

b) Redistribution des endo-lysosomes

Les structures endo-lysosomales de I'hote distribuées autour de la VP, sont souvent
associées aux microtubules, en contact direct avec la MVP ou avec les HOST. Elles sont
également détectées dans |'espace vacuolaire et pourraient étre récupérées a des fins
trophiques, plus particulierement pour importer des lipides, des précurseurs de lipides ou

des dérivés lipidiques (Coppens et al., 2006).
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c) Redistribution des mitochondries et du réticulum endoplasmique

Les mitochondries et le RE de la cellule hote sont recrutés contre la membrane de la VP
(Schatten and Ris, 2004 ; De Melo and De Souza, 1997 ; Magno et al., 2005b) (Figures
38B-39). Ce recrutement se fait par un processus dynamique médié par les
microtubules et les protéines moteurs cytoplasmiques de la cellule héte telles que la
kinésine (Sinai et al., 1997). Trés récemment, il a été rapporté qu'il existe des
connections intimes entre la VP et les organites de la cellule héte, notamment des fusions
entre la PV et le RE (Goldszmid et al., 2009) mais les mécanismes moléculaires mis en
jeu dans cette interaction ne sont actuellement pas connus. La protéine du bulbe des
rhoptries ROP2, dont la région N-terminale mime la séquence d'import mitochondriale,
pourrait étre transloquée au-dela de la membrane externe des mitochondries de I'hote et
étre impliquée dans la rétention des mitochondries contre la MVP (Sinai and Joiner, 2001
; Dubremetz, 2007). En effet, I'annulation de la synthese de ROP2 par |'utilisation d’ARN
anti-sens entraine des anomalies morphologiques de la VP, avec absence de recrutement
des mitochondries de la cellule hote. Par contre, la VP est toujours associée au RE de la
cellule hote (Sinai et al., 1997; Magno et al., 2005b, Romano et al., 2008 ; Mercier et al.,
2010 ; Pernas and Boothroyd, 2010). Suite a la formation de la VP, l'appareil de Golgi
cellulaire, normalement localisé dans la région péri-nucléaire grace aux microtubules
centrosomaux, est fragmenté en petites unités a la surface de la VP. Par contre, les
peroxysomes de I'hote ne semblent pas étre altérés suite a l'infection par le toxoplasme
(Coppens et al., 2006).

Figure 39. Redistribution des mitochondries et du RE de la cellule hote autour de la VP. (A) Microscopie
électronique a transmission montrant une VP (4h post-invasion) entourée par le RE de la cellule héte (traits verts)
et par une mitochondrie (trait rouge). (B), (C) et (D). Microscopie confocale montrant le recrutement massif des
mitochondries de la cellule hote autour de 3 VP. Les VP sont visualisées a I'aide d’un anticorps anti-SAG1 (protéine
de surface du toxoplasme) (rouge) et les mitochondries, a I'aide d’un anti-cytochrome C (vert). D'apres (Nelson et

al., 2008).
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d) Manipulation des voies de signalisation de la cellule hote

Suite a son entrée dans la cellule hote, T. gondii est capable de manipuler de
nombreuses de ses voies de signalisation en controlant son activité transcriptionnelle, ce
qui pourrait étre a l'origine, du moins en partie, des modifications décrites ci-dessus
(Figure 40). Il permet entre autres, de contréler le taux de cytokines produites par
I’hote ; il prévient I'apoptose de la cellule infectée, probablement via la kinase ROP38
ainsi que d’autres facteurs qui controlent les fonctions mitochondriales et interférent avec
les voies des caspases 3, 7, de la phasphatidyl-inositol kinase 3(PI3k) ainsi qu‘avec celle
du NF-kB (Peixoto et al., 2010 ; Carmen and Sinai, 2007 ; Plattner and Soldati-Favre,
2008 ; Laliberté and Carruthers, 2008). La formation de la VP s'accompagne également
du recrutement séquentiel a la MVP, de protéines IRG (Immunity-Related GTPases)
impliquées dans la résistance a 7. gondii de type II, chez la souris. Ces protéines induites
par I'IFN-y contribuent a la lyse de la MVP, a la mort du parasite et donc a la protection
de la souris. Des résultats récents ont cependant montré que lors d’une infection par une
souche de type I, le recrutement des IRG a la MVP est atténué et que les kinases ROP16
et ROP18 ainsi que la protéine ROP5 ne sont pas individuellement impliquées dans cette
diminution du recrutement des IRG (Khaminets et al., 2010). De plus, trés récemment,
Melo et collaborateurs ont montré que la formation de la VP entraine une accumulation
massive autour de la VP, de UNC93B1. Cette protéine membranaire polytopique, localisée
dans le RE de la cellule héte, s’associe spécifiquement aux acteurs de I'immunité innée
tels que le TLR3, TLR7, TLR9 et le TLR 13. UNC93B1 pourrait donc étre un candidat
potentiel dans le controle de la résistance a l'infection par 7. gondii en interférant avec le

trafic des ligands de ces TLR a partir du RE jusqu’aux endolysosomes (Melo et al., 2010).

@oplasma gondii Infection Host cell Transcript&

secreted kinases (& other effectors) signaling pathways
(MAPK, STAT,
others?)

pPv .,.«: 71 nucleus

‘Immediate Early’

‘ genes ]
(FOS, EGR2, CXCL1, etc)

apoptosis
mitochondrial function
cytokines, signaling, etc
4 sterol biosynthesis
\ cell cycle, DNA replication/repair

/

Figure 40. Schématisation de la manipulation de la machinerie de transcription de la cellule hote suite a la
formation la VP. D’apres (Peixoto et al., 2010).
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II-3) Multiplication des parasites par endodyogénie a
l'intérieur de la VP

Une fois installé dans sa cellule hote et ayant établi des connections métaboliques avec
celle-ci, le tachyzoite entame des cycles de réplication par un processus appelé
endodyogénie. Etant la forme proliférative principale de T. gondii, le tachyzoite (type I)
se multiplie 3 a 4 fois par 24 h. Cette phase meéne a la production exponentielle d’environ
128 a 356 parasites dans une seule VP (2" parasites pour n cycles). Les parasites
continuent de se multiplier de fagon synchronisée, jusqu’a réception d'un signal émanant
du parasite ou de I'hote, informant probablement le parasite que I'encombrement
maximal du cytoplasme de la cellule hote est atteint. En fonction de la réponse
immunitaire de I'hote, la conséquence sera soit I'enkystement, soit I'évasion du parasite

de la cellule hote (Cf. Chapitre 1I-4) avant la recherche d’une nouvelle cellule cible.

La division par endodyogénie constitue une particularité de quelques espéces du phylum
des Apicomplexa, dont Toxoplasma, puisque la grande majorité des parasites de ce
plylum se multiplient par schizogonie. L'endodyogénie permet la formation, a I'intérieur
de chaque parasite, de deux cellules filles, grace a la réplication des chromosomes suivie
d'une mitose et d’'une duplication des organites parasitaires (Figure 41). La division
parasitaire implique un remodelage membranaire avec une intense production de lipides
membranaires, une fission synchronisée des organites dupliqués comme la mitochondrie
et l'apicoplaste ainsi qu’une duplication orchestrée des compartiments membranaires

connectés au systéme endomembranaire.

L'appareil de Golgi est le premier organite a se diviser par fission médiane. Il forme deux
complexes au dessus du noyau (Pelletier et al., 2002). La portion antérieure de I'IMC et
les microtubules sous-pelliculaires apparaissent dans les cellules filles, sous la forme de
domes au dessus du noyau (Figure 41B) (Pelletier et al., 2002). Sans qu'il y ait
condensation des chromosomes, le noyau prend la forme d'un fer a cheval dont les
extrémités se glissent dans les structures en forme de domes formées par les IMC fils
(Figure 41C). L'IMC et les microtubules s’étendent vers la partie postérieure et
entourent le noyau qui se divise en deux (Hu et al., 2006 ; Morissette and Striepen,
2002). Les cellules filles s’accroissent jusqu’a atteindre la taille de la cellule mére. L'IMC
de la cellule mére disparait progressivement et la membrane plasmique de la cellule
mere devient celle des cellules filles. La division des parasites s‘accompagne de la
formation d'un corps résiduel de division (residual body) qui relie la partie postérieure
des tachyzoites fils dans la VP. Ce corps résiduel est issu du reste de la membrane

plasmique de la cellule mere (Figure 41D). Il contient les restes de la mitochondrie, du
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RE, des micronémes et des rhoptries de la cellule mére. Si la cellule hote est
suffisamment plate, par exemple dans un fibroblaste, au fur et a mesure de leurs
divisions, les parasites s’organisent a l'intérieur de la VP, en une rosette contenant un

nombre pair de parasites.

Daughter cell
scaffolds

conoid
microtubules

micronemes
rhopries
endosome-like

gdigh compartement

ER nucleus

dense
granules

Residual bedy

A B C D

Figure 41. Représentation schématique de la division des tachyzoites par endodyogénie. (A) Aprés
environ 4 heures a lintérieur de la cellule, le parasite commence a se diviser. Le volume de la cellule mére
augmente et les organites sécrétoires apicaux commencent a se décomposer. (B) Les deux IMC fils contiennent déja
I'appareil de Golgi et I'apicoplaste divisés, ainsi que les rhoptries et les micronémes immatures. (C) Le noyau de la
cellule mére avec le RE qui I'entoure, commence a s’étendre et a envahir I'échafaudage des deux cellules filles. La
mitochondrie de la cellule mére qui entoure presque compléetement les deux cellules filles, est un des organites qui
se divisent en dernier. (D) A la fin du processus d’endodyogénie, les deux cellules filles restent attachées par ce
qu’on appelle le corps résiduel de division (residual body) qui contient les restes de la mitochondrie, du RE, des
micronémes et des rhoptries de la cellule meére. Adapté de (Agop-Nersesian et al., 2010).

La synchronisation de division des parasites fait appel a de nombreux acteurs protéiques
indispensables tout au long du processus de division et qui interviennent aussi bien au
niveau du péle apical qu’au niveau du péle basal (Anderson-White et al., 2010). Parmi
ces protéines, on retrouve principalement les protéines de I'IMC, parmi lesquelles la
protéine MORN1 (Membrane Occupation and Recognition Nexus 1). Cette derniére joue

un role primordial, notamment lors la séparation des cellules filles. En effet, I’'analyse
récente du phénotype d'un KO MORN1 montre que les parasites mutants sont
complétement asynchrones et que la séparation des cellules filles ne s’achéve pas
(Figure 42) (Morrissette and Sibley, 2002 ; Hu et al., 2006 ; Lorestani et al., 2010).
MORN1 rentrerait dans la constitution d’'un anneau protéique qui coulisserait depuis le
pble apical jusqu’au péle postérieur des cellules filles pour former leur IMC (Hu et al.,
2006). De méme, les protéines Alpl (Actin-Like Proteinl) et Rab 11B (Rab-GTPase)
semblent jouer un réle important lors de la formation de I'IMC des cellules filles, en
permettant le transport de vésicules golgiennes jusqu'a I'IMC naissant des cellules filles

(Gordon et al., 2010 ; Agop-Nersersian et al., 2010).
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Figure 42. Exemple de l'implication de MORN1l dans l’endodyogénie. Observation par microscopie
électronique a balayage du phénotype des parasites KO MORNI1. Les parasites sont complétement désorganisés
mais ils restent liés les uns aux autres, au niveau du pdle postérieur, un peu comme des fréres siamois. Les
chiffres 1-16 indiquent le nombre de parasites aprés chaque cycle d’endodyogénie. D’aprés (Lorestani et al.,
2010).

II-4)- Evasion des parasites (egress)

Apreés 6 a 8 cycles d’endodyogénie, 64 a 256 tachyzoites sortent de la cellule héte et sont
capables d’infecter les cellules environnantes. La perméabilité de la membrane de la VP
augmente avec le développement des parasites, entrainant une augmentation de la
concentration calcique vacuolaire. Cette augmentation rapide et transitoire du calcium
intra-vacuolaire suit une déplétion du taux de potassium de la cellule (Moudy et al.,
2001). L'augmentation du taux de calcium intracellulaire s'accompagne d’'une activation
transitoire des NTPases parasitaires, de la sécrétion des protéines de micronémes, dont
une perforine (PLP1) qui provoquera la rupture de la MVP (Kafsack et al., 2009 ; Kafsack
and Carruthers, 2010). Juste avant la rupture de la MVP, les parasites auparavant
immobiles, s’activent, étendent leur conoide (Caldas et al., 2010) et sont libérés de la
cellule (Figure 43). Juste avant l'egress, |'aldolase ainsi que les autres enzymes de la
glycolyse se relocalisent en périphérie du parasite, entre I'IMC et la membrane
plasmique, ce qui permet d'une part, l'interaction de l'aldolase avec le glideosome et
d’autre part, une production optimisée d’ATP pour la reprise de la mobilité parasitaire
(Pomel et al., 2008). Lors de la sortie de la cellule hote, les parasites traversent d’abord
la MVP via une jonction moblie différente de celle qui permet I'entrée dans la cellule hote
car cette jonction est toujours formée des protéines RON mais elle est dépourvue de la
protéine AMA1l. Le parasite traverse ensuite successivement le cytoplasme puis la
membrane plasmique de la cellule héte, provoquant des Iésions irrémédiables de celle-ci
(Sibley, 2003 ; Black and Boothroyd, 2000). Il est a noter que les éléments du
cytosquelette de la cellule hote, notamment des filaments d’actine participent activement
a l'évasion des parasites car le blocage de ces filaments par un traitement a la

cytochalasine D provoque une inhibition totale de la sortie des parasites (Caldas et al.,
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2010). Enfin, une fois sortis, les tachyzoites vont aller infecter d’autres cellules et

accomplir un nouveau cycle lytique.

Figure 43. Microscopie électronique a balayage de tachyzoites sortant de la VP. (A) Des tachyzoites
s’apprétent a sortir de la cellule : certains apparaissent sous la membrane plasmique de la cellule (fleche
blanche) et d’autres sont déja a I'extérieur (pointe de fleche blanche). L'étoile indique les endroits de rupture de
la membrane plasmique de la cellule hote. (B) Groupe de parasites sortant de la cellule héte et présentant un
conoide extrudé (fleches blanches). D’aprés (Caldas et al., 2010).
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CHAPITRE III : Mécanismes de déformation

membranaire

Tout étre vivant dépend d’une maniére ou d'une autre, de membranes. Ces derniéres
déterminent la frontiere des cellules en formant Iinterface entre I’environnement
extérieur et le milieu intérieur. Elles entourent également les compartiments
intracellulaires, tels que les lysosomes, les mitochondries,... D’'une maniére générale, les
membranes biologiques sont des structures mobiles, du fait de leurs grandes capacités a
s’'adapter aux contraintes biologiques environnantes et a remodeler |architecture
membranaire en fonction des besoins de la cellule. La compréhension des mécanismes de
courbure membranaire et de formation de tubules membranaires est donc une question
centrale en biologie. Elle fait I'objet d'intenses recherches a l'interface entre la biologie
cellulaire, la biochimie et la biophysique. En effet, la genése de membranes courbées est
par exemple, le point de départ de la formation des compartiments cellulaires qui sont au
centre des mécanismes de synthése, de modification, de tri et de trafic des protéines
(membranes du RE, des saccules golgiens, du systeme endomembranaire). Les
mécanismes qui régissent la dynamique membranaire sont trés complexes et font
intervenir différents acteurs cellulaires protéiques et lipidiques, agissant par différents
moyens pour déformer les membranes.

Depuis quelques années, un nouveau type de déformations membranaires a été
rapporté : il s'agit de tubules membranaires utilisés ou induits par des microorganismes

pathogénes. Ces tubules membranaires, qui incluent le RNM de T. gondii (Cf. Chapitre II
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de lintroduction) sont, pour la plupart, trés peu caractérisés mais ils pourraient
constituer des supports majeurs de la pathogénicité des microorganismes concernés.

Dans ce chapitre, je décrirai tout d’abord briévement les exemples de phénoménes de
tubulation membranaire observés jusqu’ici, chez les microorgansimes pathogénes, que ce
soient dans le cadre de l'infection par des virus, des bactéries ou des parasites. Puis
j'essaierai de résumer les principaux modes de tubulation membranaire décrits dans la
littérature ainsi que les protéines et les lipides mis en jeu, leurs caractéristiques et leurs
conséquences sur les membranes. Ces informations nous seront en effet utiles pour
essayer de comprendre les bases du phénoméne de la tubulation membranaire
responsable de la formation du réseau de nanotubes membranaires de la vacuole

parasitophore de T. gondii, fil conducteur de ma thése.

III-1) Exemples de microrganismes pathogénes utilisant
un systeme de tubulation membranaire comme support
potentiel de pathogénicité

De nombreux microogansimes pathogénes intracellulaires obligatoires ont développé des
stratégies finement régulées pour échapper au controle de leur développement par la
cellule hote et pour assurer leur cycle infectieux. Une de ces stratégies est I'utilisation de
tubules membranaires établis entre une cellule infectée et une cellule saine (cas du VIH),
le développement de nanotubes membranaires a partir de la vacuole dans laquelle ils se
développent, vers le cytoplasme hote (cas de Salmonella et Plasmodium) ou le
développement de tubulaires membranaires au sein de la vacuole dans laquelle ils se
multiplient (cas de Toxoplasma). La fonction de ces tubules membranaires n’est pas
toujours connue. Ils pourraient permettre l'acquisition de nutriments a partir de la
cellule, linjection de molécules toxiques dans le cytosol cellulaire ou encore la
manipulation du cytosquelette de la cellule hote. Ces tubules membranaires qui vont étre
détaillés ci-aprés, constitueraient donc une stratégie potentielle de pathogénicité propre
a ces microorganismes (remarque : le développement du RNM de la VP de T. gondii, qui
a fait I'objet du paragraphe 2-2 du chapitre II de l'introduction, ne sera pas repris dans

ce chapitre).
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1) Utilisation par un virus, des nanotubes membranaires
établis entre deux cellules, pour se propager a une cellule

non infectée

Dans le cadre du développement et du maintien de [lintégrité d'organismes
multicellulaires, la communication entre les cellules peut se développer sur de courtes
distances, selon différentes moyens, parmi lesquels on comptabilise les synapses
chimiques, les jonctions gap et les plasmodemmes. Un autre mode de communication,
sur de plus longues distances, a été mis en évidence en 2004. Il passe par la formation
de novo, de nanotubes membranaires entre deux ou plusieurs cellules, comme par
exemple des cellules en culture PC12 (cellules neurales de phéochromocytome de rat) ou
des cellules HEK (Human Embryonic Kidney). Les structures formées, appelées
« tunneling nanotubes » (TNT), ont un diameétre de 50 a 200 nm et peuvent atteindre
une longueur égale a plusieurs fois le diamétre de la cellule qui leur a donné naissance.
Ces structures contiennent de l'actine filamenteuse mais ne contiennent pas de
microtubule. L’utilisation de marqueurs fluorescents observés en vidéomicroscopie a
révélé que de petites vésicules et des composants de la membrane plasmique des
cellules impliquées dans la formation des TNT peuvent étre transportés le long de ces
tubules membranaires (Rustom et al., 2004). Le méme type de nanotubes a été observé
par microscopie confocale, entre des cellules du systéme immunitaire, a savoir des
cellules B humaines transformées par le virus Epstein Barr et des cellules NK du sang
périphérique humain ou entre des macrophages humains ou murins (Figure 44). Les
nanotubes générés peuvent réunir plusieurs cellules, s’étendre a une vitesse de 0,2
um/s, sur une distance moyenne de 30 um et étre observés pendant plus de 15 minutes.
Ils se créent lors du désengagement des cellules impliquées dans une synapse
immunologique transitoire et permettent le transport de protéines du CMH de classe I
(ancrées dans la membrane plasmique par une ancre GPI) exprimées a la surface de
I'une des deux cellules impliquées dans la synapse, vers la seconde cellule (Onfelt et al.,
2004 ; Onfelt and Davis, 2004 ; Hurtig et al., 2010).

Figure 44. Nanotubes membranaires induits entre deux
macrophages primaires humains. Photo de microscopie
confocale. Echelle : 10 pm. D'aprés (Onfelt et al., 2004).
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Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) est un virus de la famille des Rétrovirus a
ARN. Ce Lentivirus est connu pour infecter les cellules immunitaires telles que les
lymphocytes T CD4+, les macrophages et les cellules dendritiques, provoquant
I’altération progressive des fonctions immunitaires. Sachant que certaines données
suggérent que le VIH pourrait se propager d'une cellule a l'autre sans passer par le milieu
extracellulaire, il a été suggéré que ces nanotubes membranaires pourraient étre mis a
profit par le virus afin d’assurer sa transmission intercellulaire. En effet, le transit de
particules virales a été observé par vidéo microscopie confocale, lors de la co-incubation
de lymphocytes T infectés par un VIH exprimant un marqueur fluorescent, avec des
lymphocytes sains (Figure 45) (Sowinski et al., 2008). Reste a prouver cependant que
ce phénomeéne observé in vitro est capable de se produire également in vivo, chez I'étre
humain. Il est possible que d’autres virus empruntent également les nanotubes
membranaires inter-cellules pour se propager d'une cellule a l'autre mais a notre

connaissance, cela n'a pas encore été rapporté dans la littérature.

Figure 45. Utilisation des nanotubes membranaires
générés entre un lymphocyte T infecté et un
lymphocyte non infecté par le VIH. Photo de
microscopie confocale permettant de visualiser les
nanotubes membranaires établis entre des cellules T
(lignée Jurkat) en co-culture, certaines étant marquées au
DiD (rouges) et d’autres, exprimant une ancre GPI
étiquetée avec la GFP (vert). D’aprés (Sowinski et al.,

2008 ; Hurtig et al., 2010).

2) Les Salmonella induced-filaments (Sifs) de Salmonella

L'espéce Salmonella enterica regroupe plus de 2 000 serovars de bacilles gram -, trés
proches sur le plan génétique, mais dont les spécificités d’hétes (I’homme et les
animaux) sont variables et causent des pathologies variées qui vont de gastroentérites
plus ou moins sévéres a la fievre typhoide. Le modeéle d’étude des interactions
moléculaires hote-pathogéne est S. typhimurium, bactérie faiblement pathogéne pour
I’'homme. La virulence de la bactérie dépend de sa capacité a envahir des cellules hotes
non phagocytiques par un processus de replis membranaires (« membranes ruffles ») et
de s’y développer dans un phagosome modifié¢ connu sous le nom de « Salmonella-

containing vacuole » (SCV) (Steele-Mortimer, 2008).
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La biogenése de la SCV est un processus dynamique qui peut étre découpé
artificiellement en trois phases par souci de simplification : 1) stade SCV précoce (Figure
46A) pendant les 30 premiéres minutes post-infection (P.I.); 2) stade SCV
intermédiaire, juxta-nucléaire, entre 30 minutes et 5 h P.I. et enfin, 3) stade SCV tardive
au-dela de 5 h P.I. A ce stade, la bactérie commence a se multipler dans une SCV juxta-
nucléaire et entourée de microtubules et de filaments d’actine de la cellule hote. C'est a
partir de ce stade, qu’est observé le développement de « filaments induits par
Salmonella » ou Salmonella-induced filaments (Sifs) (Figure 46BE). Les Sif sont des
structures membranaires filamenteuses, trés dynamiques, qui commencent a se
développer a partir du stade SCV tardive (Figure 46C) et qui continuent a s’accroitre
pendant environ 9 heures pour former un réseau dans tout le cytoplasme de la cellule
infectée (Figure 46E). Il faut noter que les Sif peuvent étre observés dans plusieurs
types cellulaires infectés in vitro par Salmonella mais qu’ils n‘ont jamais été observés in
vivo (Steele-Mortimer, 2008).

3hp.. 5hp.. 7 hp.i. 9 hp.i.

Figure 46. SCV et Sif de Salmonella. (A) Photo de microscopie électronique a transmission d’'une SCV précoce
contenant la bactérie Salmonella. La SCV se retrouve a proximité de I'appareil de Golgi (G) et d’un lysosome (Ly) de la
cellule héte, avec lequel elle ne fusionne pourtant pas. D’aprés (Schroeder et al., 2010). (B — E) Photos de microscopie
confocale montrant la cinétique de formation du réseau tubulaire formé par les Sif dans une cellule HelLa infectée par
Salmonella. Les cellules Hela utilisées expriment transitoirement la protéine de fusion NPC1-eGFP (Nieman Pick Type C
protein - Enhanced Green Fluorescent Protein), marqueur de I’'endosome tardif/lysosome (marquage vert). Elles ont été
infectées par des bactéries S. enterica, serovar typhimurium SL1344, exprimant la protéine fluorescente mCherry

(rouge). Les temps indiqués sous les photos indiquent le nombre d’heures apreés l'infection. Barre d’échelle =
D’apres (Drecktrah et al., 2008).
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La définition des trois stades de la SCV correspond a son acquisition séquentielle de
protéines membranaires du systéme endolysosomal. Dans un premier temps, la
membrane de la SCV précoce est enrichie par les marqueurs de I'endosome précoce (par
exemple, Rab 5 ou le récepteur a la transferrine). La transition entre la SCV précoce et la
SCV intermédiaire est marquée par le remplacement progressif des marqueurs de
I'’endosome précoce par ceux de l'endosome tardif et peut-étre, des lysosomes
(Lysosomal-Associated Membrane Protein 1 (LAMP1), vATPase). La SCV tardive dont le
pH s’acidifie, s’accole au noyau de la cellule héte, dans la région proche du MTOC des
microtubules (Vinh et al., 2010).

Bien qu’il y ait débat sur le fait de savoir si Salmonella bloque ou pas la fusion de la SCV
avec les lysosomes, le fait que des effecteurs de ses deux systémes de sécrétion de type
III (Type III Secretion System 1 et 2 ou T3SS 1 et T3SS 2) soient requis pour établir une
niche intracellulaire hospitaliere, ne fait aucun doute. Le T3SS 1 est induit alors que la
bactérie est encore extracellulaire. Il sert a transloquer des effecteurs dans la cellule hote
de facon a promouvoir linvasion de la bactérie. Lorsque la bactérie devient
intracellulaire, I'expression des composants du T3SS 1 est réduite progressivement au
profit de celle des effecteurs du T3SS 2 qui eux, médient les étapes de la maturation de
la SCV, en particulier le recrutement de la SCV au noyau de la cellule hote, la formation
d’'un réseau d’actine autour de la SCV et l'extension antérograde des Sif le long des
microtubules cellulaires. Les Sif sont associés a des marqueurs de I'endosome tardif tels
que Rab7 et a des glycoprotéines du lysosome (Stein et al., 1996). Le rble des Sif dans la
virulence de Salmonella n’est pas encore clairement élucidé. Une des hypothéses est que
I’'extension de filaments membranaires a partir de la SCV permettrait d’augmenter son
volume et de favoriser la multiplication des bactéries. D’autres hypothéses tendent a
proposer que les Sif permettraient d’exporter des protéines capables d’interagir avec des
éléments de la cellule hote (Bakowski et al., 2008). La protéine SifA constitue un
exemple des effecteurs du T3SS 2 impliqués dans l'interaction avec les microtubules de
la cellule hote (Drecktrah et al., 2008). Cette protéine est essentielle a la formation des
Sif (Schroeder et al., 2010). SifA est directement responsable du recrutement et de
I’activation d’autres protéines cellulaires telles que les kinésines (Boucrot et al., 2005) et
des protéines de la famille des Rho GTPases (Figure 47) (Ohlson et al., 2008 ; Vinh et
al., 2010). Elle serait donc directement responsable de I'extension des Sif le long des
microtubules de la cellule hote (Vinh et al., 2010). Néanmoins, le mécanisme par lequel
cette protéine induirait la tubulation de la membrane de la SCV pour former le réseau

filamenteux de Sif reste totalement inconnu.
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3) Le réseau tubovésiculaire (TVN) de Plasmodium

falciparum

Parmi le phylum des Apicomplexa, le genre Plasmodium constitue un pathogéne
d’'importance médicale majeure qui affecte 300 a 500 millions de personnes de par le
monde. Premiére parasitose au rang mondial, la malaria est responsable chaque année,
de deux millions de morts. Plasmodium partage avec Toxoplasma, le mécanisme
d’invasion active dans la celle hote (mécanisme décrit notamment dans le chapitre II de
I'introduction) et le fait qu’il se développe au sein de cette cellule, dans une VP.
Cependant, alors que Toxoplasma est capable d’envahir tous les types de cellules
nucléées, dans son hote intermédiaire humain, Plasmodium se limite a l'invasion des
hépatocytes et des érythrocytes. Peu de choses sont actuellement connues sur la mise en
place de la VP dans I'hépatocyte. L'infection d’un globule rouge par un mérozoite de
Plasmodium est bien caractérisée. Elle conduit a la mise en place d’'une VP dans laquelle
le parasite se développe, en passant par les stades successifs « anneau » (ring),

trophozoite puis schizonte. L’individualisation des mérozoites fils dans le schizonte
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conduit a la libération de 24 parasites, 48 heures P.I., dans le cas de Plasmodium
falciparum, I'espéce la plus pernicieuse de Plasmodium.
La VP induite par Plasmodium dans |'érythrocyte, se caractérise dés le stade ring, par le
développement d’un réseau de tubules membranaires appelé réseau tubovésiculaire (TVN
pour TuboVesicular Network) (Figure 48) (Lanzer et al., 2006 ; Przyborski et al., 2003).

B
Mérozoite
‘ Protub érances
Erythrocyte Stade anneau Stade trophozoite Stade schizonte
avant invasion 0a24h 24 a36h 36 a48h

Figure 48. Le TVN de Plasmodium. (A) Erythrocyte infecté par un trophozoite de Plasmodium falciparum. De
courts tubules sont détectés dans le prolongement de la MVP (fleches blanches) et les clefs de Maurer (étoiles
rouges) sont visibles dans le cytoplasme du globule rouge, sous les protubérances de surface ou knobs (fleches
noires). P, parasite. Echelle : 500 nm. D’aprés (Wickert et al., 2003). (B) Schématisation des étapes de la formation
de la VP et du TVN. Dés son entrée dans le globule rouge, Plasmodium falciparum met en place une quantité
considérable de membranes permettant son développement intra-érythrocytaire, du stade anneau au stade
trophozoite puis au stade schizonte. Lors de ce processus, il induit notamment la formation d’une VP qui le sépare du
cytoplasme de la cellule héte et au sein de laquelle il se développe. Le TVN se met en place dés le stade anneau. Par
ailleurs, un intense trafic vésiculaire d’hémoglobine entre le compartiment cytoplasmique érythrocytaire et la vacuole
digestive du parasite se met en place. Au stade schizonte, les futurs mérozoites se développent et leur
individualisation requiert la production d’une importante quantité de nouvelles membranes pour la reproduction de
leurs organites et la formation des nouveaux parasites. P, parasite ; RTV, réseau tubulo-vésiculaire ; VP, vacuole
parasitophore ; MPP, membrane plasmique parasitaire ; SM, Structures de Maurer; C, Cytostome ; Hb, hémoglobine
; Hz, hémozoine (produit de la dégradation de I'hémoglobine) ; VD, vacuole digestive. D’aprés (Haldar et al., 2002).

Le TVN est constitué de deux types de projections membranaires dans le cytoplasme de
I’érythrocyte : de courts et larges tubes qui prolongent la membrane vacuolaire ainsi que
les clefs de Maurer (Figure 48). Ces derniéres sont des structures aplaties qui s’étendent
jusqu’a la membrane plasmique de l’érythrocyte (Lauer et al., 1997 ; Haldar et al.,
2005). Les clés de Maurer jouent un role essentiel en tant que compartiment

intermédiaire dans le trafic des protéines parasitaires exportées vers la membrane
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plasmique du globule rouge (Lanzer et al., 2006 ; Tilley et al., 2008). Certains
compartiments des clés de Maurer sont d’ailleurs connectés au feuillet interne de la
bicouche lipidique de la membrane érythrocytaire, tandis que d’autres semblent
connectés a la membrane de la VP (Frischknecht and Lanzer, 2008). Les projections
membranaires de la membrane vacuolaire restent assez mal caractérisées et peu de
protéines y sont par exemple, localisées. Le role du TVN dans son ensemble, serait
d’augmenter la surface d’échange avec la cellule hote, de récupérer des nutriments a
partir de la cellule héte, principalement des composants lipidiques de rafts de la
membrane plasmique érythrocytaire (Lauer et al., 2000). Le TVN pourrait aussi participer
a la synthése de certains lipides tels que la sphingomyéline (Tamez et al., 2008). Enfin,
le TVN pourrait constituer I'équivalent fonctionnel du réseau trans-golgien des cellules de
mammiferes et pourrait notamment contribuer a l'export de protéines parasitaires au
dela de la membrane de la VP, vers la surface du globule rouge et plus particulierement,
vers les structures protubérantes de la surface de I'érythrocyte (« knob »), structures
responsables de la fixation des érythrocytes infectés a I'endothélium des vaisseaux
sanguins (Cooke et al., 2004 ; Van Ooij and Haldar, 2007).

D’une maniére générale, les systémes de tubulation membranaire caractéristiques des
microorganismes pathogénes décrits ci-dessus ne dépassent pas a |'heure actuelle, le
stade descriptif. Les mécanismes permettant la biogenése de ces structures restent
totalement inconnus. C’est pourquoi nous allons retourner vers la cellule eucaryote ou
I'apport de la biologie structurale des protéines ainsi que l'utilisation de systemes
biomimétiques de membranes nous permettent maintenant de commencer a mieux

comprendre ces phénomeénes trés complexes de tubulation membranaire.

III-2) Mécanismes de déformation membranaire

Dans les cellules eucaryotes, chaque organite a une forme particuliere. Certains de ces
organites comme les lysosomes ou les peroxysomes, sont relativement sphériques mais
d'autres ont des formes plus complexes. Par exemple, les mitochondries forment un
réseau tubulaire ; le RE est un réseau de saccules membranaires interconnectés et
I'appareil de Golgi est constitué d'une pile de feuillets membranaires perforés. D'une
maniére générale, quelques soit la forme de l'organite ou de la cellule, les membranes
qui les constituent sont dynamiques et présentent différents types de formes
membranaires (Figure 49) (Suetsugu et al., 2010). La dynamique membranaire permet
le plus souvent, de changer la forme de la membrane en condition stable ou au cours des

différents processus vitaux d’une cellule tels que le mouvement, la division ou la
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croissance. De nombreux compartiments membranaires ont également la capacité de
fusionner avec des vésicules provenant d'un autre compartiment, ce qui permet d’assurer
le trafic vésiculaire. Pour tous ces événements de la vie de la cellule, le remodelage des
membranes implique la génération de courbures membranaires (McMahon and Gallop
2005 ; Zimmerberg and Kozlov, 2006 ; Shibata et al., 2009). Les plus importantes sont
observées principalement, dans les sections tubulaires les plus étroites, au niveau des
bords des saccules membranaires ou encore dans les vésicules de transport. A l'inverse,
les membranes de faible courbure comprennent les feuillets formant le RE ou l'appareil

de Golgi.

Plasma membrane morphogenesis

Caveolae Filopodia

/\ Endocytosis

Lamellipodia
Phagocytosis

T (Transverse) tubule

Membrane
Blebs

Plasma membrane

LY

Figure 49. Représentation schématique des différentes déformations possibles a partir de la
membrane plasmique. La morphologie d’'une membrane plasmique est caractérisée d’'une maniére générale,
par deux formes, des protrusions ou des invaginations membranaires. Les protrusions incluent les filopodes, les
lamellipodes et les bourgeons (blebs) ; les invaginations incluent les vésicules a clathrine formées au cours de
I’endocytose, les caveola et les tubules-T spécifiques des muscles. D'aprés (Suetsugu et al., 2010).

La forme des membranes peut varier au cours de la vie de la cellule, soit sans altération
de la topologie membranaire (exemples : une membrane plate peut subir une flexion ou
un tubule peut étre tiré a partir d'une membrane plate (Shibata et al., 2009), soit suite a
un remodelage de la topologie membranaire. C'est le cas notamment des phénomeénes de
fusion ou de fission membranaire. Un tubule membranaire du RE peut par exemple,
fusionner avec un autre tubule (Shibata et al., 2009). De plus, lorsqu’'une membrane
(plasmique) se courbe, elle peut le faire dans deux directions, soit vers I'extérieur de la
cellule ou vers les tétes polaires des lipides, on parle alors de courbure positive, soit vers
I'intérieur de la cellule ou vers les chaines carbonées des lipides, ce qui définit une

courbure négative (Figures 50-51).
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Figure 50. Courbures positives et négatives d’'une membrane plasmique. D’aprés (Suetsugu et al., 2010).
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Figure 51. Définition de la courbure d’'une membrane. La forme d'un petit élément de surface de la
membrane est caractérisée par deux lignes qui s’appuient sur la surface, sont mutuellement perpendiculaires et
ont une forme d’arc circulaire dont les rayons sont R1 et R2. Les courbures principales de cette surface sont
définies par c1 = 1/R1 et c2 = 1/R2, cl et c2 pouvant étre positif ou négatif. L'énergie de la membrane dépend

des combinaisons des courbures principales de la membrane, c’est-a-dire de J=c1 + c2 et de K = c1 x c2. D'aprés
(Campelo et al., 2010).

De nombreux parameétres entrent en jeu pour créer la courbure initiale des membranes

(pour revue : Zimmerberg and Koslov, 2006), parmi lesquels une composition

particuliere en lipides, une asymétrie de ces lipides et enfin, linsertion de protéines

(Matsuo et al., 2004 ; Sonnino et al., 2007 ; Zimmerberg and Koslov, 2006 ; Fuertes et
al., 2010).

Dans ce chapitre III de lintroduction, j'essaierai de passer en revue ces différents

parametres. Méme s'ils font actuellement |'objet de recherches trés actives, les
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mécanismes qui régissent la spécificité des formes caractéristiques de chaque membrane
cellulaire, notamment via l'insertion de protéines dans la membrane ainsi que les
parametres qui gouvernent la formation de courbures membranaires, sont loin d’étre
bien élucidés. Avant de passer en revue les mécanismes de déformation membranaire
répertoriés a I'heure actuelle, il convient de rappeler que les expériences réalisées dans
ce domaine utilisent des membranes artificielles simplifiées, c’est-a-dire soit des SUV
(« small unilamellar vesicles » : vésicules unilamellaires d’'un diameétre inférieur a 50
nm), des LUV (« large unilamellar vesicles : diamétre compris entre 50 et 200), soit des
GUV (« giant unilamellar vesicles » : vésicules unilamellaires géantes qui peuvent aller

jusqu’a un diametre de plusieurs dizaines de um).

1) Génération de courbure membranaire dépendante

uniquement des lipides de membrane

Une courbure modérée spontanée peut étre générée dans une membrane artificielle,
uniquement en adaptant la composition en phospholipides qui la constituent (Bacia et al.,
2005 : Baumgart et al., 2003 ; Lopez-Montero et al., 2005) (Figure 52). Dans certains
cas, des tubules membranaires peuvent méme étre générés a partir de liposomes
composés uniquement de lipides (Stowell et al., 1999).

Dans les membranes cellulaires, les bicouches de lipides tendent a rester plates car la
formation d’une courbure requiert de I'énergie. Néanmoins, une répartition asymétrique
des lipides entre les deux feuillets est également possible, grace au phénomeéne de flip-
flop des lipides (passage des lipides d'un feuillet de la membrane a l'autre). Ce
phénomene est naturellement lent. Il est facilité par des transporteurs de lipides tels que
les flippases (passage des lipides du feuillet externe vers le feuillet interne), les floppases
(transport des lipides du feuillet interne vers le feuillet externe) et les scramblases
(transport bi-directionnel). Ces protéines sont donc trés importantes pour générer
I'asymétrie locale dans la répartition des lipides membranaires a I'origine de la courbure
membranaire initiale. Cette courbure pourra, dans un second temps, étre modifiée et
renforcée par des protéines senseurs de courbure membranaire (Cf. chapitre III-2-2)
(McMahon and Gallop, 2005 ; Ernst et al., 2010 ; Devaux et al., 2008).
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Figure 52. Influence de la composition en lipides d’'une membrane sur sa courbure. D’aprés
(McMahon and Gallop, 2005).

2) Courbure membranaire générée par Ilinsertion de

protéine(s) dans la membrane

Les processus d’insertion et de stabilisation d’une protéine dans une membrane
impliquent différents parameétres : 1) des acides aminés particuliers qui vont interagir
avec différentes portions de la bicouche ; 2) les énergies des interactions au sein de la
protéine elle-méme et 3) les interactions entre la protéine et la bicouche lipidique. Dans
la plupart des cas, le processus d’insertion de la protéine dans une membrane est assisté
par une machinerie protéique. Néanmoins, il peut également se produire de facgon
spontanée. Enfin, une fois insérée dans une membrane, la protéine nécessite une
deuxiéme étape de stabilisation dans la bicouche, ce qui implique des réarrangements
variés.

Avant de passer en revue les mécanismes connus actuellement pour générer une
courbure membranaire a l'aide d'une protéine, je rappelerai donc tout d’abord les

parametres nécessaires a l'insertion des protéines dans une bicouche lipidique.
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a) Critéres pour l'insertion d’un domaine transmembranaire d’une protéine dans

une membrane

La condition de base pour gu’une protéine s’insére dans une membrane, est qu’elle
posséde un segment d’hydrophobicité générale suffisante pour s’accommoder de
I'environnement apolaire du coeur hydrophobe de la bicouche lipidique. Ce segment doit
étre suffisamment long pour traverser la bicouche lipidique. Un segment de 20 acides
aminés (aa) en conformation hélicoidale (conformation la plus courante) est juste assez
long pour traverser le coeur hydrocarboné d’une bicouche lipidique typique (Popot and
Engelman, 1990). Cependant, a ce modéle simplifié, peut étre ajoutée la prise en compte
de I'inhomogénéité de la bicouche (Wimley and White, 1996). Comme la membrane n’est
pas un environnement homogene, la probabilité d'insertion ne dépend pas uniquement
de I'hydrophobicité globale du domaine transmembranaire (TMD). Elle dépend également
de la localisation de chacun des résidus individuellement au sein du TMD (Hessa et al.,
2005). Que le processus soit assisté ou non, il semble que l'insertion d’'une protéine
dépende essentiellement du bilan énergétique du processus. L'effet hydrophobe, qui
permet l'insertion des résidus apolaires dans le coeur de la bicouche, va contribuer a
abaisser la barriere d’énergie nécessaire a l'insertion. La translocation de segments

hydrophiles a travers la membrane va, au contraire, aller a I'encontre de ce processus.

+ Insertion spontanée d’une protéine dans les membranes

L'insertion d’'une protéine dans une membrane peut se faire de maniére spontanée et sans
apport d’énergie, comme cela est décrit pour I'annexine B12 sur la Figure 53. Dans ce
cas, le changement partiel de conformation de la protéine lui permet de s’adsorber
transitoirement en surface d’'une membrane courbe puis dans un second temps, d’insérer
son hélice a-amphipatique (AAH pour amphipatic a-helix) dans la bicouche lipidique
(Fischer et al., 2007). Le processus est essentiellement basé sur des interactions
hydrophobes entre la protéine et la membrane. Un mécanisme similaire a été démontré in
vitro, pour de multiples protéines aux propriétés variées mais qui partagent celle de
s’insérer de fagon post-traductionnelle. Parmi ces protéines, on note en plus de l'annexine
B12, les toxines bactériennes, des protéines de manteau de phage, des protéines de
thylakoides et le cytochrome B5 (Zakharov et al., 1998 ; Kiefer and Kuhn, 1999 ; Mant et
al., 2001 ; Ladokhin et al., 2002 ; Brambillasca et al., 2005). Néanmoins, il reste a
démontrer que ce mécanisme d’insertion est également capable de se produire in vivo. En
effet, il a été montré au contraire, que certaines des protéines citées ci-dessus utilisent

une machinerie de translocation pour leur insertion (Samuelson et al., 2000).
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(B) Adsorption interfaciale transitoire

(A) Protéine en solution

Figure 53. Processus d’insertion spontanée de I'annexine B12. (A) La protéine est sous forme monomeére
en solution : les régions rouges ont une structure en hélice-boucle-hélice. (B) La protéine s’adsorbe a l'interface
de la bicouche lipidique car elle subit un changement de conformation qui transforme les deux hélices rouges en
une seule hélice amphipatique continue. (C) La protéine transfére ses segments hydrophobes et amphipatiques
dans la bicouche lipidique, ce qui lui permet de s’insérer. D’aprés (Fischer et al., 2007).

+ Stabilisation des protéines apreés insertion

Lors de son insertion dans la membrane ou tout de suite aprés, la protéine doit trouver
une conformation stable, native, ce qui nécessite souvent le réarrangement des
segments insérés de la protéine. Ce processus semble faire intervenir plusieurs types
d’interactions : 1) des forces non spécifiques de la bicouche lipidique agissant sur la
conformation de la protéine ainsi que des forces de la protéine agissant sur la structure
membranaire ; 2) des interactions entre hélices, voire entre protéines, au sein de la
bicouche (Lee, 2004).

La composition en lipides de la membrane peut déterminer le devenir des protéines en
cours d’association, puisqu’elle peut affecter non seulement l'efficacité de translocation et
la topologie de la protéine dans la membrane, mais également sa stabilité, son
assemblage en complexes oligomériques et son activité (Schneiter and Toulmay, 2007).
Les lipides peuvent également agir comme des co-facteurs d’'un grand nombre de
protéines. Certains sont en effet nécessaires pour l'insertion de protéines ; d'autres, pour

leur stabilisation et leur fonctionnalité dans la membrane (Ernst et al., 2010).
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b) Génération et maintenance d'une courbure membranaire a l'aide d'une

protéine

La courbure d’'une membrane est générée en résultat d’interactions complexes entre des
protéines de membranes, des lipides, et les forces physiques qui sont appliquées a la
membrane. Les mécanismes hypothétiquement impliqués sont peu nombreux. La revue
de Zimmerberg et Kozlov (Zimmerberg and Kozlov, 2006) analyse en détails, les
mécanismes supposés de déformations membranaires et leur pertinence biologique.
Zimmerberg et Koslov (2006) ont également démontré que la genése de membranes
courbées requiert une énergie substantielle qui ne peut étre apportée que par des
protéines. En effet, les protéines sont capables de changer la courbure des membranes
en appliquant des forces sur la surface membranaire. Les protéines réduisent ainsi les
tensions générées par la seule asymétrie des lipides (Zimmerberg and Koslov, 2006). Il
ressort de cette analyse, que les déformations importantes des membranes ne peuvent
étre générées que :

- par la formation d’'inhomogénéités dans la membrane, suite a l'insertion d'une

protéine produisant un effet sur la courbure locale (« bending mechanism » par

« wedging effect») (Figure 54B),

- par une force imposée de I'extérieur, comme la constriction par un manteau de

protéines (mécanisme de charpentage ou de « scaffolding ») (Figure 54A)

- ou par des forces de traction ou de poussée exercées par le cytosquelette (Roux

et al., 2002) (Figure 54C).
Les recherches actuelles tendent donc a étudier les protéines impliquées dans la
détection et/ou la genése et le contréle de la courbure des membranes. On peut noter a
ce propos, que ces recherches sont souvent limitées par le manque d’informations
concernant la structure tridimensionnelle des protéines liées aux membranes. Enfin, il a
été récemment postulé que l'insertion d’'une AAH et méme plus généralement encore,
que l'insertion d'un segment hydrophobe dans le plan d'une bicouche lipidique pourrait
étre un processus universel employé par les protéines cytosoliques pour initier la
courbure membranaire (Drin and Antonny, 2010 ; Madsen et al., 2010 ; Bhatia et al.,
2010).

93



INTRODUCTION
CHAPITRE III Mécanismes de déformation membranaire

(B) Courbure spontanée |ocale

b A L

(&) Charpentage o
- Insertion dhélice Insertion en
amphipathique Epingle

e,

Interne Externe

Poussée Traction

Figure 54. Mécanismes de génération de courbure membranaire et de déformations membranaires. (A)
Mécanisme de charpentage externe ou interne a la membrane. (B) Mécanisme de courbure spontanée locale par
I'insertion d’une AAH ou d’un segment hydrophobe en épingle. (C) Mécanisme de traction ou de poussée par le
cytosquelette. D'aprés (McMahon and Gallop, 2005).

Je vais donc développer ci-dessous, au travers d’exemples de protéines répertoriées dans
les différentes catégories, les mécanismes de déformation membranaire induits par le
« charpentage » (Figure 54A) et la courbure spontanée locale, provoquée notamment
par l'insertion d’'une AAH (Figure 54B). Les déformations membranaires induites par le
cytosquelette (tubules membranaires tirés a partir d'une membrane plate, grace a
I’'attachement du tubule a un moteur moléculaire progressant le long d’un microtubule ou
tubules membranaires formés grace a leur attachement a l'extrémité d'un filament

d’actine en cours de polymérisation) ne seront par contre, pas abordées dans ce chapitre.

¢+ Mécanisme de charpentage (« scaffolding mechanism »)

Dans ce mécanisme de courbure membranaire, c’est la forme intrinseque relativement
rigide et concave d’une protéine qui permet d’exposer une surface d’interaction courbe a la
bicouche membranaire. Cette structure rigide s’appose a la membrane par des interactions
électrostatiques auxquelles participent de nombreux résidus basiques présents sur la face
concave (Bhatia et al., 2010). La protéine agissant par scaffolding, contraint la membrane
et lui impose sa courbure. Cela implique que les composants du manteau protéique
forment une structure incurvée, de rigidité suffisante pour contrer la tendance de la

membrane a revenir a son état initial de courbure. Le manteau doit également avoir une
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forte affinité pour la membrane : I’énergie de liaison protéine-membrane doit étre

supérieure a I’énergie de courbure de la membrane.

Les protéines connues pour agir via ce mécanisme sont nombreuses. Elles sont impliquées
dans de nombreux processus cellulaires qui incluent la fission des vésicules synaptiques,
I'’endocytose, la maintenance de la polarité cellulaire, la régulation du cytosquelette
d’actine, la fusion entre deux cellules, la fusion de vésicules de sécrétion, le couplage
excitation-contraction, I'apoptose et la suppression de tumeurs (Madsen et al., 2010). Elles

comprennent :
- les complexes protéiques COPI, COPII (Beck et al., 2009 ; Fath et al., 2007) ;

- les complexes de clathrine ainsi que les adaptateurs qui permettent d‘induire la courbure

sphérique nécessaire a la formation des vésicules de transport (Marsh and McMahon,

1999 ; Kirchhausen, 2000),
- les dynamines (Figure 55A). Les protéines de la famille des dynamines s’assemblent
en hélices (en présence ou en absence de lipides) et peuvent s’associer aux membranes,
en liant les phosphoinositides, procurant une forme cylindrique aux membrane (Takei et
al., 1995 ; Hinshaw and Schmid, 1995 ; Sweitzer and Hinshaw, 1998) ;
- les protéines de la super famille des protéines contenant un domaine BAR
(Bin/Amphiphysin/Rvs) (Figure 55B). Ces protéines, assemblées en homodiméres,
présentent une structure concave chargée positivement et formée par leurs domaines
BAR. La super famille des protéines a domaine BAR regroupe en fait, les protéines
contenant un domaine N-BAR (domaine BAR associé¢ a une AAH N-terminale), un
domaine F-BAR présentant une face moins incurvée que le domaine N-BAR (Figure 56)
ou encore un domaine I-BAR de structure convexe et induisant donc une courbure
négative dans les protrusions cellulaires (Dawson et al., 2006 ; Ren et al., 2006 ; Frost
et al., 2008 ; Ahmed et al., 2010 a ; b ; Saarikangas et al., 2009). Le modeéle généralisé
a tous les membres de la superfamille est que la face concave du dimére BAR se lierait a
une membrane de courbure adéquate par le biais d’interactions électrostatiques. Nous
verrons un peu plus loin, que ce modeéle est actuellement rediscuté. De plus, ces
protéines ont fréquemment des sites de liaison a des lipides particuliers, les
phosphoinositides.
- les protéines contenant un domaine IMD (Figure 55C). Le domaine IMD (IRSp53/MIM
domain) présente une surface incurvée mais en direction opposée a celle des domaines
BAR. Les domaines IMD sont donc capables de générer des déformations membranaires
mais de topologie inverse a celles des domaines BAR : les domaines BAR génerent des
invaginations vers |'extérieur des liposomes ou des cellules, tandis que les domaines IMD
génerent des protrusions vers lintérieur (Mattila et al., 2007 ; Millard et al., 2007 ;
Suetsugu et al., 2006).
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Figure 55. Courbure générée par le mécanisme de charpentage. (A) Charpentage par les protéines de la
famille des dynamines. (B) Charpentage par les protéines a domaine BAR. (C) Charpentage par les protéines a
IMD. a) Les dynamines, tout comme les protéines a domaines BAR et IMDs, doivent s'assembler en dimeéres pour
que leur courbure apparaisse. b) Lorsqu’elle s’oligomérise autour d’'une membrane, la dynamine s’assemble en
hélice (barre d’échelle : 100 nm), tandis que les domaines BAR et IMDs forment des anneaux impliquant 4
domaines, donc 8 protéines. c) L'insertion de ces protéines dans des liposomes, en |'absence d’autres facteurs,
déforme drastiquement leurs membranes. Les photos illustrent les invaginations tubulaires en présence de
dynamine-1 ou en présence d’arfaptine et les protrusions tubulaires en présence d’IRSp53. Barres d’échelle : 300
nm. D’aprés (Lomize et al., 2006 ; Mattila et al., 2007 ; Farsad and De Camilli, 2003 ; Sweitzer and Hinshaw,
1998 ; Peter et al., 2004).
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A

B C D

Figure 56. Torsion du domaine F-BAR et ses conséque nces sur la courbure de la membrane. (A)  Représentation en ruban de
I'architecture du domaine F-BAR. (B) Liaison d'un dimére de F-BAR sur le c6té rigide d’'une membrane. (C) Le retournement de diméres
de F-BAR sur la membrane, crée une forme cylindrique. Les diméres interagissent au travers de domaines opposés, de sorte que les
chaines de dimeres s’enroulent en hélice le long de la ligne symbolisée par la fleche rouge, imposant ainsi une forme cylindrique et non
hémi-cylindrique. (D) Torsion du domaine F-BAR : le domaine F-BAR n'est plus orienté selon I'arc de courbure maximum comme dans
(C). Cependant, la courbure de la ligne d'attachement entre le F-BAR et le cylindre est conservée, ce qui donne sa forme caractéristique

et définitive au F-BAR. D’aprés (Frost et al., 2008).

¢ Mécanisme de courbure spontanée locale : « wedging effect »

Deux types de structure ont été décrits comme induisant la courbure spontanée locale de
la membrane, les segments hydrophobes en épingle a cheveux et les AAH.
- Insertion d’'un segment hydrophobe en épingle a cheveux dans la

membrane

L'insertion de segments hydrophobes formant une "épingle a cheveux" (hairpin) dans la
membrane, agit comme un coin (« wedge ») enfoncé dans la membrane et peut
provoquer la déformation de cette membrane (Figure 54B). Cet effet « wedging » est
décrit pour les protéines de la famille des réticulons (Rtn4a/NogoA, DP1/Yoplp)
impliquées dans la formation du RE aprés mitose. Ces protéines ont pour point commun,
de posséder un domaine conservé d’environ 200 aa qui incluent deux longs segments
hydrophobes qui, chacun, forment une hairpin dans la membrane (Voeltz et al., 2006).
Les reticulons génereraient les tubules du RE en utilisant deux mécanismes coopératifs :
I'insertion hydrophobe (« wedging effect ») ainsi que le « scaffolding mechanism »
(Figure 57) (Hu et al., 2008 ; Shibata et al., 2008).
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Figure 57. Wedging et scaffolding par les réticulons et DP1/Yop1p. (A) La région conservée des protéines
contient deux longs segments hydrophobes qui forment chacun, une structure en épingle a cheveux dans les
membranes. Cette structure en double hairpin pourrait agir comme un coin qui courbe la membrane. (B) les
réticulons et DP1/Yop1p forment également des homo- et des hétérooligomeéres qui pourraient servir de structure

de charpente arquée (en orange) autour du tubule membranaire (en gris). D'aprés (Shibata et al., 2009).

- Insertion d’une AAH dans la membrane et notion de senseur de

courbure

Un des mécanismes majeurs de déformation des membranes repose sur l'insertion
partielle (interfaciale) et réversible d'une AAH (Shibata et al.,, 2009). La courbure
membranaire est maximale lorsque I'hélice ne s’enfonce que jusqu’au premier tiers de
I’épaisseur de la membrane, ce qui correspond a peu prés a l'interface entre les tétes
polaires des lipides et les chaines hydrocarbonées (Campelo et al., 2008). Trois
parametres physiques majeurs régissent l'insertion d’une AAH, non structurée en solution,
dans une bicouche lipidique : 1) I'hydrophobicité moyenne de I'’AAH (H), 2) sa charge
globale (Z) et 3) son moment hydrophobe (pH) (regroupement des résidus hydrophobes).
De ce fait, trois types d’évolution de I’AAH peuvent étre envisagés suite aux perturbations

locales de I'environnement membranaire :

98



INTRODUCTION

CHAPITRE III Mécanismes de déformation membranaire
A) si I'hydrophobicité moyenne H de I’AAH augmente et si le pH reste constant, I'avidité de
I’'hélice pour les lipides membranaires augmente et I'hélice s’insere donc sans étre
structurée ;
B) si par contre, uyH augmente alors que H reste constant, le domaine concerné de la
protéine se structure en AAH et s’insére dans les membranes, du fait de la ségrégation des
résidus non polaires d’'un coté de I'hélice et des résidus polaires de l'autre ;
C) enfin, s’il y a une augmentation de la charge globale nette Z de I'hélice, on obtient une
meilleure interaction de la protéine avec les lipides membranaires chargés négativement,
via des interactions électrostatiques principalement (Drin and Antonny, 2010).
Comme pour les segments hydrophobes en épingle, I'insertion d’'une AAH dans la partie
supérieure d’un feuillet membranaire agit comme un coin inséré dans le feuillet, ce qui
perturbe la compaction des tétes polaires des lipides et résulte en une déformation locale
(Figure 54B). De telles AAH sont décrites dans de nombreuses protéines impliquées dans
des évenements de trafic. Citons par exemple le domaine ENTH (Epsin N-Terminal
Homology) de I'epsine (Ford et al., 2002) : sous sa forme soluble, I’'epsine présente un site
de reconnaissance spécifique pour le phosphoinositide PI(4,5)P,. L’association de la
protéine a ce phospholipide induit un changement de conformation, permettant
I'exposition de son AAH qui s’insére alors comme un coin, dans le feuillet externe de la
membrane, ce qui induit une inhomogénéité de ce feuillet et la courbure locale de la
bicouche (Figure 58A). Des AAH agissant par un mécanisme similaire ont également été
décrites dans des petites protéines G telles que Sarlp (Lee et al., 2005 ; Horvath et al.,
2007) (Figure 58B). Le mécanisme d’insertion de I’AAH a été particulierement bien étudié
in vitro pour diverses protéines telles que |'epsine ou la protéine Sarip (Figure 58) mais
la encore, la relevance in vivo est moins facile a démontrer (Ford et al., 2002 ; Horvath et
al., 2007 ; Lee et al., 2005).
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Figure 58. Exemples de courbure membranaire spontanée locale induite par insertion d’'une AAH. (A)
Exemple de I'epsine. L'epsine, sous sa forme soluble, a un site de reconnaissance spécifique pour le phosphoinositide
PI(4,5)P,. L'association de la protéine a ce phospholipide induit le changement de conformation permettant
I’'exposition de son AAH qui s’insére comme un coin, dans le feuillet externe de la membrane, induisant ainsi une
inhomogénéité de ce feuillet et la courbure locale de la bicouche. (B) Invaginations tubulaires de liposomes dues a
I'insertion de protéines contenant une AAH, |'epsine et Sarlp. Barres d’échelle : 100 nm. D’aprés (Horvath et al.,
2007 ; Ford et al., 2002 ; Lee et al., 2005).

Comme cela a été exposé précédemment, le domaine BAR est une structure rigide,
présentant une face concave chargée positivement qui s'appose a la membrane par des
interactions électrostatiques (Bhatia et al., 2010). Cependant, des expériences de liaison
a des liposomes de différents diametres ont montré que le domaine BAR de
I'amphiphysine se lie de préférence aux liposomes de courbure importante (diameétre de
50 nm) plut6t qu’a ceux de courbure modérée (diametre de 300 nm) : le domaine BAR
de I'amphiphysine est donc un senseur de courbure membranaire.

De fagon surprenante, des expériences récentes menées sur des liposomes immobilisés,
ont montré que 1/ le mécanisme de détection de la courbure membranaire par les
domaines BAR ne dépend en fait ni de la forme concave du dimére BAR, ni de la charge
négative de sa face concave et 2/ que I'ensemble des membres de la superfamille BAR
(N-BAR, F-BAR et I-BAR) se lie aux membranes de courbure importante avec la méme
préférence (Bhatia et al., 2009). Si la courbure du dimére et les charges ne sont pas

importantes pour la détection de la courbure membranaire par les domaines BAR, alors
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comment la détectent-ils ? Certains domaines BAR (exemples de l'endophiline ou de
I'amphiphysine) possédent une AAH d’une trentaine d’aa en N-terminal. Ces domaines
BAR renforcés ont été regroupés au sein du groupe des N-BAR (Gallop and McMahon,
2005 ; Masuda et al., 2006 ; Bhatia et al., 2010 ; Farsad et al., 2001 ; Bhatia et al.,
2009 ; Peter et al.,, 2004 ; Itoh and DeCamilli, 2006). En bloquant les défauts de
compaction des lipides par une pré-incubation avec une molécule amphiphile qui a la
forme d’un lyso-lipide, la sensibilité a la courbure des domaines N-BAR est abolie presque
complétement, vraisemblablement parce que le défaut de compaction des lipides a été
réduit (Bhatia et al., 2009). Ces expériences tendent donc a prouver que la détection de
la courbure membranaire par les domaines BAR dépendrait de l'insertion de motifs
amphipatiques dans un défaut de compaction des lipides au sein de la membrane : la
« créte hydrophobe » du N-BAR qui dépasse de leur face concave, en s’insérant entre les
lipides, leur permet d’affermir leur liaison a la membrane (Madsen et al., 2010). C'est par
ce mécanisme alliant la présence d’un domaine BAR et d'une AAH N-terminale que
I'amphiphysine (Figure 59) ou |'endophiline déforment les gros liposomes en tubules
membranaires et induisent la tubulation de membranes cellulaires lorsque la protéine y
est sur-exprimée (Farsad et al., 2001 ; Takei et al., 1999). Il est cependant a noter que
certaines protéines a domaine BAR (exemple de I'Arfaptin) ne contiennent aucune AAH et
sont cependant capables de former des tubules membranaires ; d’autres, dont I'AAH a
été enlevée par mutagénése dirigée, sont toujours capables de déformer efficacement

des membranes (exemple du domaine BAR de I'amphiphysine) (Peter et al., 2004).

e ¢
Insertion

de I'hélice

Figure 59. Le domaine N-BAR « fort » de I'amphiphysine induit la courbure membranaire. (A) L’insertion de
I’AAH N-terminale de I'amphiphysine dans le feuillet externe de la membrane agit comme un coin et écarte les lipides,
provoquant la courbure membranaire. (B) Le cliché de microscopie électronique montre l'effet de tubulation de
I'amphiphysine sur des liposomes. D'aprées (Gallop and Mac Mahon, 2005 ; Takei et al., 1999).
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Les AAH ne sont donc pas impliquées uniquement dans l'ancrage des protéines dans les
membranes et la déformation de ces membranes en tubules, elles sont également
maintenant considérées comme des senseurs de courbure membranaire, du fait de leur
grande capacité a sentir les défauts de compaction des lipides d’'une membrane. Les
données récentes de la littérature tendent a montrer que la détection et l'induction de la
courbure membranaire sont en fait des variations d’'un méme mécanisme : les AAH de
I'endophiline et de I'amphiphysine, connues pour tubuler les membranes lorsqu’elles sont
employées a concentration importante (Farsad et al., 2001 ; Takei et al., 1999), sont
également des senseurs de courbure lorsqu’elles sont employées a des concentrations de
I'ordre du nanomolaire (Hatzakis et al., 2009 ; Bhatia et al., 2009). L'insertion des aa
hydrophobes de I'hélice dans le feuillet supérieur d'une membrane réduit le défaut de
compaction des lipides. Cette capacité a conduit a identifier au sein des protéines
modifiant la courbure des membranes, les motifs ALPS (Amphipathic Lipid Packing
Sensor) (Antonny et al., 2005 ; Drin and Antonny, 2010). Le domaine ALPS est constitué
d’'une AAH d’une trentaine d'aa s’organisant en cylindre dont la face polaire présente
presque exclusivement des résidus polaires non chargés (sérine, thréonine et glycine).
En contre-partie, le domaine ALPS est pauvre en acides aminés chargés. Or, une
membrane courbée, c’est-a-dire qui présente des défauts de compaction de ses lipides,
favorise le repliement des aa du domaine ALPS en hélice alpha. Les défauts de
compaction des lipides permettent alors la pénétration des résidus hydrophobes (leucine,
phénylalanine, tryptophane) du motif ALPS entre les chaines carbonées des
phospholipides du feuillet externe de la membrane (Figure 60). L'adsorption des motifs
ALPS aux membranes est favorisée par les lipides contenant une téte polaire de faible
volume et des chaines carbonées insaturées (Antonny et al., 1997). Certains motifs ALPS
peuvent néanmoins contenir des résidus chargés positivement (Figure 60, « cationic
ALPS ») ou négativement (Figure 60, « ALPS/class A2 »). Ces motifs ALPS
particuliers ont la capacite de se lier a une membrane plate, soit via un long domaine

chargé supplémentaire, soit via des interactions électrostatiques locales.
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Figure 60. Divers modes de reconnaissance de la courbure membranaire par les protéines contenant un
motif ALPS. Dans ces modeéles, les membranes sont considérées comme contenant des lipides chargés
négativement. (A) le motif ALPS lie uniguement les membranes courbées via l'insertion de résidus hydrophobes
(losanges jaunes) entre les chaines acyl des lipides. La présence de résidus chargés positivement (cationic ALPS) ou
négativement (ALPS/class A2) dans le motif ALPS lui permet de se lier a une membrane plate soit via un long
domaine chargé supplémentaire, soit via des interactions électrostatiques locales. Les quelques résidus hydrophobes
de l'a-sinucléine (a-Syn) (cercle jaune) et sa face polaire zwiterionique dépendent a la fois de la courbure
membranaire et de la charge des lipides. (B) Exemples d’insertion, dans des membranes plates, de protéines
contenant une AAH capable de changer la courbure membranaire : SarlP, le domaine N-BAR et I'epsine. Ces
protéines interagissent avec les membranes, via des interactions hydrophobes et électrostatiques (I’epsine interagit
avec le PI(4,5)P2) . A des ratios protéines/lipides élevés (« high P:L »), la courbure est induite par I'insertion en coin
de la protéine et I'effet que ceci engendre sur les lipides de la bicouche. La contribution des interactions hydrophobes
et électrostatiques dans linteraction avec les lipides est illustrée par la fleche jaune ou bleue uu rouge,
respectivement. D’aprés (Drin and Antonny, 2010).

Il existe encore une autre catégorie d’AAH dont les propriétés physico-chimiques sont a
I'opposé de celle du motif ALPS et qui pourtant, semblent reconnaitre également la
courbure membranaire. Ce type d’AAH a été décrit dans l'a-synucléine, connue pour son
implication dans la maladie de Parkinson. Cette protéine neuronale, liant les vésicules
synaptiques et ayant un role important dans la plasticité neuronale et dans le contréle de
la libération des vésicules de neurotransmetteurs (Varkey et al., 2010), contient une AAH
remarquable du fait de plusieurs alignements de résidus identiques tout au long de
I’hélice (Figure 61) (Jao et al., 2008 ; Drin and Antonny, 2010). Méme si I'a-synucléine
présente une face polaire zwiterionique, elle constitue un excellent senseur de courbure

membranaire et un effecteur potentiel de tubulation membranaire, les quelques résidus
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hydrophobles de I'hélice et sa face polaire zwiterionique reconnaissant a la fois, la

courbure membranaire et la charge des lipides (Figures 60-61).

Drin and Antonny, 2010

\,
-
N

VoKX

i
A1 %\]\
\/@

FI%
\'))
A
-
a-synucléine
Liposomes Tubules membranaires
Varkey et al,. 2010 Varkey et al,. 2010

Figure 61. Représentation schéamatique de I’AAH de l'a-sinucléine et de son effet tubulogénique sur les
membranes. Codes clouleurs de I’AAH: en jaune, les résidus hydrophobes ; en violet, les sérines et les thréonines ;
en bleu, les résidus basiques ; en rouge, les aa acides ; en gris, les alanines ; en bleu clair, les histindines. La fléche
orientée vers le bas indique le moment hydrophobe. Barres d’échelle : 100 nm. D’aprés (Varkey et al., 2010 ; Drin
and Antonny, 2010).

Parmi le trés large répertoire des protéines contenant une/des AAH, en plus des ALPS, on
peut encore noter les protéines SpoVM et divIVA de Bacillus subtilis (Figure 62) (Drin
and Antonny, 2010). La protéine SpoVM est spécifiquement recrutée sur la membrane
externe des spores, larges structures endomembranaires d’environ 1 ym de diameétre et
dérivées de la membrane plasmique du Bacillus. La protéine est en effet capable de
reconnaitre une courbure membranaire caractéristique de certaines étapes de la
sporulation de Bacillus subtilis : SpoVM est capable de faire la différence entre la
courbure positive, nécessaire a son insertion dans la membrane externe de la spore, et la
courbure négative de la membrane interne des spores. L'interaction repose sur une AAH
de 26 aa qui exerce un effet discriminant de reconnaissance de la courbure de Ia
membrane (Ramamurthi et al., 2009 ; Drin and Antonny, 2010 ; Bhatia et a/., 2010).
L'’AAH contient pourtant une proline (Figure 62, proline en vert), résidu considéré
comme étant trés défavorable au repliement des aa en hélice. Néanmoins, cette proline
s’avere trés importante car sa mutation en alanine abolit le recrutement spécifique de
SpoVM a la membrane de la spore. Le mécanisme de reconnaissance de la courbure
membranaire de la spore et le role de cette proline ne sont pas encore déterminés. Suite
a son insertion dans la membrane, SpoVM déclenche l'assemblage des protéines du

manteau formant I'enveloppe des spores (Ramamurthi et al., 2009). La protéine divIVA,
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quant a elle, est impliquée dans la division cellulaire. Elle se localise au niveau de la
membrane plasmique de la bactérie en cours de cytokinése et au niveau des pdles, c'est-
a-dire au niveau des membranes courbées négativement. La liaison de la protéine aux
membranes dépend d’une AAH conservée dans les différentes souches de Bacillus et dont
la face polaire zwitterionique est inversée, les résidus acides de I'hélice se plagant a
I'interface avec la membrane alors que les résidus basiques sont en créte (Figure 62).
Le mécanisme d’insertion de I’AAH dans la membrane reste inconnu (Lenarcic et al.,
2009 ; Ramamurthi and Losick, 2009).

Figure 62. Représentation schématique des AAH des protéines SpoVM et divIVA de Bacillus subtilis.
Codes clouleurs : en jaune, les résidus hydrophobes ; en violet, les sérines et les thréonines ; en bleu, les résidus
basiques ; en rouge, les aa acides : en rose, les asparagines et les glutamines ; en gris, les alanines. La fleche
orientée vers le bas indique le moment hydrophobe. D’aprés (Drin and Antonny, 2010).

Comme nous l'avons vu dans le cas des N-BAR ou des réticulons, les deux types de
motifs ou de protéines induisant une courbure membranaire, par « scaffolding » et par
«wedging», agissent souvent de concert pour générer un tubule membranaire ou une
vésicule a partir d'une membrane plate. De plus, la plupart des protéines impliquées dans
la déformation initiale d'une membrane et/ou dans sa tubulation, ont une affinité pour les
phosphoiniositides et en particulier, pour le PI(4,5)P,, avec lequel elles interagissent via
une AAH (Lemmon, 2008). Enfin, les protéines qualifiées de « senseurs de courbure »,
sont maintenant reconnues comme étant des protéines membranaires pour lesquelles la
forme courbée d’'une membrane est un motif de reconnaissance en soi, indépendemment
de la composition en lipides et en protéines de la membrane. La liaison aux lipides d’'une
protéine sensible a la courbure est donc une propriété qui dépend de la densité en sites
de liaison sur la membrane courbée plutot que d’une plus grande affinité de ces protéines
pour les membranes courbées. La liaison d’une protéine aux membranes dépendante de
la courbure dépend en effet uniquement de l'insertion asymétrique d’aa hydrophobes

dans la membrane (Madsen et al., 2010). Ce mécanisme général implique donc
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I'insertion de chaines alkyl dans la bicouche lipidique, ce qui veut dire qu’en plus des
protéines contenant un domaine BAR ou une AAH, les protéines myristoylées,
palmitoylées ou qui portent une ancre GPI, sont également prédites pour étre des
senseurs de courbure membranaire (Madsen et al., 2010 ; Bhatia et al., 2010).
Néanmoins, comme nous l'avons vu, parmi les senseurs de courbure, on compte les
protéines qui ont la particularité de contenir une ou plusieurs domaines ALPS non
structurés en solution mais qui, lorsqu’ils sont amenés au contact d'une surface
membranaire trés courbée, forment une AAH, grace a l'insertion des aa hydrophobes de
I’hélice dans la bicouche membranaire (Drin et al., 2007). Il apparait donc de plus en
plus, que les AAH sont des motifs protéiques trés simples et trés flexibles qui permettent
une interaction faible et réversible avec les membranes, par leur capacité de détection
des défauts de compaction des lipides, ce qui leur permet de se concentrer dans les

membranes fortement courbées.
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Objectifs des travaux de these

Mon projet de thése s’est inscrit dans le cadre global de I|'étude de la fonction des
protéines GRA dans la biogenése de la VP, compartiment intracellulaire qui présente de
nombreux types de structures membranaires. Je me suis plus particulierement intéressée
au réseau intravacuolaire de nanotubes membranaires (RNM) qui relie les parasites entre
eux et a la membrane délimitant la PV, en essayant d’apporter des éléments de réponse a

trois questions majeures :

- comment les protéines de GD interagissent-elles avec les membranes du RNM ?
En particulier, comment ces protéines sont-elles capables d’exister dans la PV, a
la fois sous un état soluble et membranaire, alors qu’elles contiennent dans leur

séquence en aa, des domaines d’interaction avec les membranes ?

- quelle est, dans la VP, la spécificité de lI'adressage des protéines GRA aux

membranes du RNM ?

- sachant que GRA2 et GRA6 avaient été montrées de facon indirecte, comme
étant indispensables a la mise en place d’'un RNM mature dans la VP, quelle est la
contribution de ces protéines dans la biogenése des membranes du RNM ?

1- Afin de comprendre pourquoi des protéines présentant des domaines d’association
membranaire dans leur séquence en aa, sont capables d’exister dans le compartiment
vacuolaire sous forme soluble puis de s’associer aux membranes, je me suis intéressée
dans un premier temps, par des approches biochimiques, a l’état de compaction des
protéines GRA dans les différents compartiments, c’est-a-dire dans les GD (avant
sécrétion), puis dans l'espace vacuolaire (aprés sécrétion). Dans le cadre de la
caractérisation des protéines GRA associées au RNM, j'ai également contribué a la
caractérisation de GRA12, une protéine de GD récemment identifié¢e comme étant ciblée
au RNM. Jai plus particulierement recherché l'existence d’interactions entre GRA12 et
GRAZ2, dans les membranes du RNM.

2- Dans le cadre de la détermination de la spécificité d’adressage des protéines GRA vers
les membranes du RNM, en prenant I'exemple de la protéine GRA6, nous avons essayé de
déterminer le(s) domaine(s) de la protéine requis a la fois pour la spécificité d'adressage
de la protéine vers le RNM et pour son association aux membranes du RNM. Jai plus
particulierement recherché si le domaine N-terminal hydrophile de la protéine, identifié
comme étant I'élément majeur du ciblage aux membranes du RNM, est capable d’interagir

avec des lipides.
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3- Dans le cadre de l'étude du rble des protéines GRA2 et GRA6 dans la formation du
RNM, la difficulté résidait dans le fait qu'il existe actuellement, trés peu de données sur la
composition en lipides et en protéines, sur le mécanisme de formation et sur la fonction du
RNM dans la VP.

Lorsque j'ai commencé mes travaux de theése, nous savions, par l'utilisation d’une
approche indirecte, que GRA2 et GRA6 sont indispensables a la formation du RNM. Comme
la purification de vacuoles matures et du RNM par des approches conventionnelles de
biochimie est jusqu’a présent, impossible, nous avons entrepris une approche biochimique
in vitro, utilisant des vésicules lipidiques unilamellaires et des protéines produites sous
forme recombinante. Ce systéme simplifié d’étude des interactions protéines-membrane
nous a permis d’aborder dans un premier temps, |'étude de l'interaction de GRA2 avec les
membranes et I’étude de son effet sur les membranes. Dans un deuxiéme temps, nous
avons exploré le réle de GRA6, seule ou en co-incubation avec GRA2, dans la formation

des membranes du RNM.
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CHAPITRE I : caractérisation des protéines GRA
associées au RNM

Dans un premier temps, je me suis intéressée a l'étude de I'état de compaction des
protéines GRA depuis leur stockage dans les GD jusqu'a leur insertion dans les différents
compartiments vacuolaires et plus particulierement, dans les membranes du RNM. Cette
question a été abordée par une approche biochimique, via des expériences de séparation
isopycnique sur gradient linéaire de densité de glycérol. Ces expériences ont été réalisées a
partir d’extraits protéiques solubles issus de parasites ainsi que d’extraits solubles de
protéines parasitaires de cellules infectées, protéines assimilées aux protéines solubles

vacuolaires.

Je présenterai dans un deuxiéme temps, les travaux de caractérisation d’'une nouvelle
protéine de granules denses, GRA12, travaux réalisés en collaboration avec M. Lebrun (UMR
5235-Université Montpellier 2). Cette étude s’est intéressée tout d’abord au trafic de GRA12
qui est secrétée a partir des GD puis s’associe aux membranes du RNM. Ces travaux
s’étendent ensuite a la recherche d’éventuelles interactions entre GRA12 et GRA2, une autre

protéine clé associée au RNM.
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I- 1) Etude de la compaction des protéines GRA depuis les
GD jusqu’a la VP

1) Etude de Il'état de compaction des protéines GRA par
séparation isopycnique sur gradient linéaire de glycérol

Les protéines GRA présentes dans les GD et dans la fraction soluble de la VP ont été
obtenues par fractionnement sub-cellulaire de parasites extracellulaires d'une part, et de
cellules infectées d’autre part.

Les deux formes des protéines GRA ont été obtenues de la maniére suivante :

¢ les protéines parasitaires stockées dans les GD ont été obtenues par lyse de parasites
extracellulaires, par chocs thermiques. Les extraits obtenus ont tout d’abord été fractionnés
a basse vitesse (2 000 g) en un culot (Low Speed Pellet ou LSP,,) et un surnageant (Low
Speed Supernatant ou LSS,,;), puis le surnageant a été ultracentrifugé a haute vitesse (100
000 g pendant 1h) afin de séparer le culot (High Speed Pellet ou HSP,,) de la fraction
ultrasoluble (High Speed Supernatant ou HSS,,) qui correspond a la fraction soluble des

granules denses (Figure 63A).

¢ les protéines vacuolaires ont été obtenues par rupture de la membrane plasmique de
cellules infectées de 24 heures, par passage au travers d’aiguilles de 23, 25 puis 27 G et
élimination des parasites par centrifugation a basse vitesse. L'extrait protéique obtenu a
subi une ultracentrifugation a haute vitesse (100 000 g pendant 1h) afin de séparer le culot
(High Speed Pellet ou HSP,,.) de la fraction ultrasoluble (High Speed Supernatant ou
HSS.,..) (Figure 63B).

Afin de caractériser les différents états de compaction des protéines GRA dans les GD d'une
part, puis aprés leur libération dans la VP d’autre part, nous avons mis en ceuvre une
approche biochimique basée sur la séparation isopycnique des protéines dans un gradient
linéaire de densité de glycérol. Ce procédé a été développé au laboratoire par P. Ruffiot, au
cours de ses travaux de thése (P. Ruffiot, thése UJF, 2007). Il consiste a déposer l'extrait a
analyser a la surface d’un gradient linéaire de concentration croissante d’'une molécule non
réactive, ici le glycérol. L'ensemble est centrifugé a haute vitesse jusqu’a I'équilibre, c’est-a-
dire jusqgu’a stabilisation des structures lipidiques et protéiques a leur densité isopycnique.

Par ce moyen, les protéines se répartissent en fonction de leur densité, sur I'ensemble du
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gradient dont on récupére ensuite le contenu en une série de fractions (pour plus de détails,

voir la Figure 70 et le paragraphe correspondant de la section Matériel & Méthodes).

a) Profil de sédimentation des protéines GRA de la fraction soluble des granules
denses

L'analyse du profil de sédimentation des protéines GRA dans la fraction parasitaire soluble
(HSSpar) montre que toutes les protéines GRA analysées s’équilibrent a des densités
comprises entre 1.01 et 1.06. Plus précisément, on peut regrouper les protéines analysées

en deux catégories :

1) les protéines dont la densité est comprise entre d = 1.01 et 1.025. Ce regroupement

comprend toutes les protéines analysées (GRA1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) (Figure 63C) ;

2) les protéines GRA3 et GRA7 qui sont également détectées a des densités supérieures a
1.025 (Figure 63C).

Ces résultats suggérent que dans le parasite (GD), il existerait deux types de complexes de
protéines GRA : un complexe de protéines de faible densité, comprenant toutes les
protéines analysées ici et un autre complexe, de densité plus élevée, comprenant au moins
GRA3 et GRA7. Une fraction de ces deux protéines existerait donc dans les GD, dans un état

de compaction plus important que celui de la plupart des autres protéines GRA testées.

b) Profil de sédimentation des protéines GRA de la fraction vacuolaire soluble

L'analyse du profil de sédimentation des protéines GRA de la fraction vacuolaire soluble
(HSS,a.) révele que toutes les protéines GRA testées sont retrouvées a des densités plus
faibles que celles observées dans le parasite (Figure 63D), soit des densités comprises
entre 1.01 et 1.035.

Seule la protéine GRA1 présente dans la VP, un comportement similaire a celui observé
dans le parasite (voir le gradient de la fraction HSSy,. pour comparaison, Figure 63C). A
nouveau, seules GRA3 et GRA7 se distinguent des autres protéines puisqu’elles sont
retrouvées a des densités un peu supérieures (d < 1.01 ad = 1.03 pour GRA3 etd < 1.01 a
d = 1.035 pour GRA?), (Figure 63D).

Dans lI'ensemble, ces résultats suggerent que dans la VP, les protéines GRA ont une densité

inférieure a celle observée dans le parasite et qu'il existerait donc deux types de complexes
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protéiques, un complexe comprenant toutes les protéines GRA analysées ici ainsi qu’un
second complexe, comprenant GRA3 et GRA7.
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Figure 63. Obtention des extraits ultrasolubles contenant les protéines GRA a partir des parasites
extracellulaires et de cellules infectées puis analyse des protéines GRA par séparation isopycnique
sur gradient linéaire de glycérol. Les extraits ont été obtenus soit par lyse de parasites extracellulaires (A),
soit par rupture de la membrane de cellules infectées (B). Ces extraits ont été centrifugés a 2 500 g pendant
10 min afin de sédimenter les plus gros débris (LSP). Le surnageant a ensuite été séparé par
ultracentrifugation a 100 000 g, pendant 1h, en un culot (HSPpar ou HSP,,) et une fraction ultrasoluble
(HSSpar ou HSS,.c). Des quantités de 1.107 équivalents-parasites des fractions LSP, HSP et HSS ont été
analysées par immunoblots révélés par les anticorps spécifiques des protéines GRA (A et B). Les fractions
ultrasolubles de granules denses (HSSgpar) (A) et de la VP (Hssyac) (B) ont été déposées séparément sur un
gradient linéaire de glycérol, puis centrifugées jusqu‘a I'équilibre (100 000 g, 17h). Les contenus des gradients
ont été collectés par fractions de 500 pl. Les fractions ont été pesées puis analysées par immunoblots a I'aide
des anticorps spécifiques des protéines GRA. Les étoiles placées a gauche de la figure D signifient que les
protéines ont été précipitées avant I'analyse par immunoblots.
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c) Bilan comparatif : différentes formes de solubilisation des protéines GRA

Afin de faciliter la comparaison des résultats obtenus pour les protéines GRA granulaires et
vacuolaires, un tableau résumant ces résultats a été réalisé (Figure 64). Il rassemble les
résultats des deux profils de sédimentation pour chacune des catégories de protéines GRA

testées.
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Figure 64. Evolution des profils de sédimentation des fractions solubles des protéines GRA dans le
parasite (HSS,..) et aprés sécrétion dans la VP (HSS,..). Les résultats obtenus sur la Figure 61C-D ont été
représentés sur un diagramme de répartition. Les cases de couleur noire correspondent aux signaux les plus
intenses alors que les cases de couleur grise correspondent aux signaux d’intensités plus faibles.

En comparant les profils de sédimentation des protéines GRA dans les fractions solubles du

parasite et de la VP (Figure 64), il apparait que :

+ seule la protéine GRA1 (protéine décrite comme soluble dans le parasite et dans la VP)

garde le méme comportement avant et aprés sécrétion ;
¢ la fraction HSS,,. se caractérise par des densités isopycniques faibles pour toutes les

protéines GRA analysées. Leur faible densité pourrait indiquer qu’elles existeraient

probablement sous forme de monomeéres ou de petits assemblages ;
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+ la densité des protéines GRA analysées, hormis celle de GRA1, diminue en passant du
compartiment granulaire au compartiment vacuolaire. Cette diminution de densité
isopycnique est plus marquée pour les protéines GRA3 et GRA7. Elle pourrait correspondre a
un changement progressif de conformation des protéines GRA, suite a leur sécrétion dans
un environnement propice a leur insertion dans les membranes, depuis leur forme agrégée
dans les GD jusqu’a une forme moins complexe, susceptible d’interagir avec les membranes

vacuolaires.

2) Nature des interactions nécessaires au maintien des
complexes de protéines GRA sous forme soluble

Les résultats précédents indiquent que les protéines GRA forment dans la fraction soluble
des GD, des complexes de plus haute densité que ceux qu’elles forment dans la fraction
soluble de la VP.

Afin de rechercher comment évoluent les interactions établies entre les protéines GRA entre
le compartiment soluble des GD d’'une part, et le compartiment soluble de la VP d'autre
part, des tests de solubilisation de ces protéines ont été réalisés sur des extraits protéiques
obtenus aprés induction de la sécrétion parasitaire in vitro, selon le protocole standard
d'incubation des parasites en présence de 10 % de Sérum de Veau Fcetal (SVF), (Darcy et
al., 1988 ; Coppens et al., 1999). Les extraits de protéines GRA secrétées in vitro sont en
effet supposés représenter un état de compaction intermédiaire entre leur forme de
stockage dans la fraction soluble des GD et leur forme secrétée dans la fraction soluble de la
VP.

Les produits de sécrétion obtenus aprés 3 h d’incubation des parasites a 37°C, ont été
centrifugés a 100 000 g, pendant 1 h, puis le culot obtenu a été traité soit par I'Urée 6M,
agent chaotropique perturbant les liaisons de type hydrogéne et hydrophobe, soit par le
détergent non ionique Nonidet-P40 (NP-40) qui permet de rompre les liaisons de type

hydrophobe, soit par le Tris 50 mM, pH 8 en tant que contréle.

Les résultats (Figure 65) montrent que le traitement par I'Urée solubilise partiellement la
protéine GRA4 mais qu'il ne solubilise pas les autres protéines comportant soit un domaine
transmembranaire (GRA3, 6 et 7), soit des hélices a-amphipatiques (GRA2) (Figure 65). Le
traitement par le NP-40, par contre, solubilise majoritairement ou complétement toutes les
protéines testées.

Ces résultats montrent que les interactions hydrophobes sont prédominantes et essentielles

pour établir les complexes contenant les protéines GRA, les liaisons hydrogéne n’étant
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importantes que pour GRA4. Bien que prédite comme contenant une hélice a hydrophobe,
GRA4 n'a pas un comportement de protéine transmembranaire dans la VP mais elle est
associée aux membranes du RNM par le biais d’interactions protéine-protéine, solubilisées
par 6M d’urée (Labruyére et al., 1999).
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Figure 65. Analyse des protéines GRA secrétées in vitro aprés application de différents traitements
dénaturants. Le culot obtenu aprés ultracentrifugation des produits de sécrétion parasitaire in vitro a été traité
soit par I'Urée 6M, soit par le Nonidet P-40 (NP-40) 1%, soit par le Tris (contréle). Les traitements ont été
appliqgués pendant 30 min, sur glace. Une deuxiéme ultracentrifugation d’une heure, a 100 000 g, a été réalisée
pour obtenir un culot, P, qui contient les protéines non solubilisées par les traitements, et un surnageant, S, qui
contient les protéines solubilisées. Toutes les fractions P et S obtenues ont été déposées sur gel (1.107
équivalents-parasites par dépo6t) et analysées par immunoblot révélé a I'aide des anticorps spécifiques.

Membrane de la VP

Y

Ces résultats nous ont amené a émettre I'hypothése selon laquelle, au moment de leur
sécrétion, les protéines GRA pourraient former des complexes avec des microvésicules ou
des micelles lipidiques présentes dans I'environnement vacuolaire, ce qui favoriserait leur
solubilisation et conduirait donc a la diminution de densité des complexes, observée a l'aide

des gradients linéaires de glycérol.

3) Réle des lipides dans la solubilisation des protéines GRA

Afin de tester cette hypothése, j’ai utilisé a nouveau les protéines GRA sécrétées in vitro, en
réalisant une analyse comparative des profils de sécrétion in vitro des protéines GRA en
présence de SVF complet (D10) versus de SVF délipidé (D10-L) (Figure 66).
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Le contréle SAG1 (protéine majeure de surface du parasite), est observé avec une faible
intensité dans les fractions HSP et HSS (conditions D10 et D10-L), ce qui montre que les
parasites ont subi peu de lyse au cours de l'incubation. Ce contréle valide la comparaison
entre les protéines obtenues par incubation en D10 versus celles obtenues en D10-L. Alors
que les protéines GRA1, 2, 4 sont aussi bien détectées dans la fraction HSSgs (p1o-L) que
dans la fraction HSSgs (p10), les protéines GRA3, 5, 6, 7 qui, toutes, possedent des régions
hydrophobes potentiellement transmembranaires, sont présentes en faible quantité dans la
fraction ultrasoluble HSSes(p1o-1) (Figure 66, encadrés roses). GRA3, 5, 6, 7 sont cependant
présentes dans la fraction sédimentée HSPgs (pio-1). Cela indique que ces protéines sont
effectivement sécrétées, mais sous une forme plus propice a leur sédimentation. Les
protéines GRA contenant un domaine transmembranaire sont donc affectées par I'absence

de lipides dans le sérum lors de leur sécrétion in vitro et sans eux, elles semblent étre mal

solubilisées.
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Figure 66. Role des lipides dans la solubilisation des protéines GRA sécrétées in vitro. Les produits HSSgs
et HSSes(p1o-1y ONt été préparés selon le protocole standard de sécrétion in vitro (Darcy et al., 1988), en milieu
complémenté par 10% de SVF complet (D10) ou en milieu complémenté par 10% de SVF délipidé (D10-L). Les
protéines sécrétées ont été fractionnées par une centrifugation a basse vitesse (2 000 g) (LSP : parasites, organites,
etc) puis le surnageant a été fractionné par une ultracentrifugation a haute vitesse (100 000 g, 1h), en un culot
(HSP) contenant des agrégats protéiques et un surnageant représentant la fraction ultrasoluble (HSS). Les fractions
LSP, HSP et HSS obtenues ont été déposées sur gel (5.10° équivalents-parasites par puits) et analysées par
immunoblot a I'aide d’anticorps spécifiques.
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Conclusion : Evolution des caractéristiques des protéines GRA au
cours de leur trafic depuis la fraction soluble des GD jusqu’a la
fraction soluble de la VP

1/ La comparaison menée dans cette partie, sur les formes ultrasolubles des protéines GRA
du parasite d‘une part, et celles de la VP d’autre part, laisse entendre que toutes les
protéines GRA analysées (GRA1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) évoluent depuis une forme dense stockée
dans les GD, jusqu’a une forme plus soluble dans la VP, en passant par des formes
intermédiaires de solubilisation.

2/ La protéine GRA1 a une densité isopycnique faible et constante, que ce soit dans les
produits solubles des GD ou dans ceux de la VP. Ce résultat va dans le méme sens que ce
qui a déja été décrit dans la littérature pour cette protéine (Sibley et al., 1995) et conforte
donc le comportement ultrasoluble de GRA1 dans les GD et dans |'espace vacuolaire.

3/ La protéine GRA2 du RNM présente également une densité isopycnique relativement
constante et assez faible sous les deux formes étudiées. On peut donc supposer qu’elle est
disponible en permanence et ne nécessite pas de passer par des formes intermédiaires de
dissociation.

4/ Les protéines GRA3 et GRA7, ciblées a la membrane de la VP, se démarquent par leurs
densités relativement élevées par rapport a celles des autres protéines GRA testées. On
peut donc supposer qu’elles sont dans un état de compaction plus important.

5/ Exception faite de GRA4, les protéines GRA du RNM (GRA 2, 6) ainsi que celles de la
membrane délimitant la vacuole (GRA 3, 5, 7), interagissent essentiellement par le biais de
liaisons hydrophobes, établies sans doute avec des lipides ou des micelles vacuolaires, ceci
afin de stabiliser leur état de compaction intermédiaire et de les maintenir sous forme
soluble jusqu'a leur insertion dans les membranes vacuolaires cibles.

I- 2) Caractérisation d’'une nouvelle protéine GRA associée
au RNM, GRA12

Dans cette deuxiéme partie du premier chapitre de résultats, je présente les travaux de
caractérisation d’'une nouvelle protéine de granules denses, GRA12. Ces travaux ont été
réalisés en collaboration avec M. Lebrun et A. Michelin (CNRS UMR 5235-Université

Montpellier 2).

Lorsque ces travaux ont été commencés, on comptait quatre protéines GRA associées aux
membranes du RNM : GRA2, 4, 6 et 9 (Cesbron-Delauw et al., 2008 ; Mercier et al., 2010).
Lors de la caractérisation des protéines RON2, 4, 5 et AMA1, associées a la jonction mobile
utilisée par le parasite pour se propulser dans la cellule hote, M. Lebrun avait identifié une

nouvelle protéine, TwinScann_0092, co-purifiée avec RON4 ainsi qu’avec les autres
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protéines. Cette derniére avait été identifiée lors de I'analyse du protéome des rhoptries
(Lebrun et al., 2005) mais sa localisation n’avait pas été clairement déterminée.
TwinScann_0092 est une protéine de 49 kDa (436 acides aminés) qui, selon les prédictions
de sa structure secondaire, contient un peptide signal N-terminal (aa 19 - 39) et un
domaine transmembranaire hydrophobe central (aa 94 - 115), flanqué de deux domaines
hydrophiles N et C terminaux (aa 40 - 93 et aa 116 - 436).

Dans le parasite, TwinScann_0092 a été détectée dans les GD. Une fois sécrétée a la partie
apicale du parasite, elle s’accumule transitoirement dans l|'espace vacuolaire, au pole
postérieur du parasite (événement déja décrit pour les deux protéines GRA2 et GRA6), ol
elle s’associe a la boule compacte de matériel membranaire observée 15-30 min aprés
invasion. Ces membranes se déploient dans l'espace vacuolaire pour former le RNM auquel
TwinScann_0092 reste associée. Ces analyses par immunofluorescence et par microscopie
électronique a transmission aprés immunomarquage ont donc révélé que TwinScann_0092
se comporte comme une protéine de GD ciblée au RNM de la VP. Selon la nomenclature

proposée par D. Sibley (Sibley et al., 1991), cette protéine a été nommée GRA12,

En plus de sa forme associée aux membranes du RNM, GRA12 est également présente sous
une forme soluble, au niveau de I'espace vacuolaire. Pour ma part, je me suis intéressée a
I’étude du comportement biochimique de GRA12 dans les membranes du RNM. J’ai montré
par des tests de déstabilisation de la protéine associée aux membranes, aprés traitement
par différents agents chimiques, que GRA12 se comporte comme une protéine intégrale de
membrane. Elle se lie en effet aux membranes du RNM essentiellement par des liaisons de
type hydrophobe.

La plupart des protéines GRA forment des complexes solubles a la fois dans les GD et apres
sécrétion, dans la fraction soluble de la VP ((Braun et al., 2008) et Résultats, chapitre I-1).
Une de mes contributions a ce travail a consisté a rechercher si, au cours de son trafic,
GRA12 interagit avec une autre protéine GRA du RNM, GRA2. Pour cela, j'ai utilisé une
lignée de parasites (Braun et al., 2008), a partir de laquelle la protéine GRA2-HA-FLAG a
été purifiée a partir de la fraction soluble de parasites extracellulaires ainsi qu’a partir de la
fraction soluble de la VP. J’ai montré que GRA12 co-purifie avec GRA2, a la fois a partir de
la fraction soluble des GD et a partir de la fraction soluble de la VP, ce qui suggére que les
deux protéines interagissent dans ces deux compartiments. Par contre, GRA12 ne co-purifie
pas avec GRA2 a partir des membranes vacuolaires, ce qui laisse supposer que les deux

protéines n’interagissent pas directement dans ce compartiment membranaire. Il ne peut
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cependant pas étre exclus que GRA2 et GRA12 interagissent de fagon indirecte dans les

membranes vacuolaires.

Ces travaux sont présentés en détails, dans l'article N°1 intitulé «GRA12, a Toxoplasma
dense granule protein associated with the intravacuolar membranous nanotubular

network>, publié en 2009, dans la revue «International Journal for Parasitology». 39: 299-
306.
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Adeline Michelin, Amina Bittame, Yann Bordat, Laetitia Travier, Corinne Mercier, Jean-
Frangois Dubremetz and Maryse Lebrun (2009). « GRA12, a Toxoplasma dense
granule protein associated with the intravacuolar membranous nanotubular
network ». International Journal for Parasitology. 39: 299-306.
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CHAPITRE II Spécificité d’adressage des protéines GRA associées au RNM

CHAPITRE 1II: spécificité d’adressage des
protéines GRA associées au RNM

A I'heure actuelle, il existe trés peu de données sur les mécanismes qui régissent I'export
et l'adressage post-sécrétoire des protéines membranaires chez les pathogénes
eucaryotes intracellulaires. Plus particulierement, les protéines GRA de 7. gondii se
caractérisent par un mécanisme d’adressage post-sécrétoire non conventionnel : suite a
leur sécrétion sous forme soluble, ces protéines s’associent spécifiquement a différents
compartiments membranaires vacuolaires, le RNM, les HOST ou la membrane de la VP.
Au laboratoire, nous avons essayé de décortiquer le phénoméne complexe d’adressage
spécifique des protéines GRA vers les membranes vacuolaires en utilisant les protéines
modeles GRA5, adressée a membrane de la VP (Gendrin et al., 2008) et GRA6, adressée

aux membranes du RNM.

Les travaux que je présente dans ce deuxiéme chapitre de résultats ont pour but de
mettre en lumiére, le phénomeéne qui régit le ciblage spécifique des protéines GRA
associées au RNM, en utilisant le modéle GRA6. Ma contribution a ce travail mené en
collaboration avec Claire Gendrin, au sein du laboratoire (C. Gendrin, these UJF, 2008),
concerne plus particulierement I’étude du réle du domaine N- terminal de GRA6 dans

I’'adressage de la protéine vers les membranes du RNM.

En utilisant la protéine transmembranaire GRA5 comme modeéle pour étudier |'adressage
post-sécrétoire des protéines GRA vers les membranes de la VP, C. Gendrin avait montré
que le domaine N terminal (Nter) de la protéine joue un double réle pour le trafic de

GRA5 vers la membrane de la VP :

1) il adresse la protéine vers les GD (Gendrin et al., 2008), ce qui suggére que GRA5
ressemble aux nombreuses protéines des granules de mammiféres, protéines qui sont

ciblées vers la voie de sécrétion via une courte hélice alpha N-terminale chargée, située
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dans la région Nter de la protéine ou via leur domaine transmembranaire (Dikeakos and
Reudelhuber, 2007) ;

2) il adresse la protéine vers la membrane de la VP, ce qui laisse supposer que la voie
d’adressage post-sécrétoire de GRA5 differe de celle des protéines de cellules de

mammiféeres contenant un domaine transmembranaire.

Afin de rechercher si les résultats obtenus pour GRAS5 pouvaient étre extrapolés aux
autres protéines GRA, nous avons choisi d’étudier l'adressage de GRAG6, protéine
contenant un domaine transmembranaire et s’associant spécifiquement aux membranes
du RNM de la VP.

II-1) Suffisance du domaine Nter de GRA6 pour
I’adressage de la protéine aux membranes du RNM

A partir des travaux antérieurs du laboratoire (Gendrin et al., 2008) ayant montré que le
domaine Nter de GRAS5S est responsable du ciblage de la protéine vers la membrane de la
VP, nous avons émis I'hypothése que le domaine Nter de GRA6 pourrait également cibler
la protéine vers les membranes du RNM,

Pour tester cette hypothése, différentes protéines chimériques ont été construites. Ces
derniéres contiennent des domaines spécifiques de GRA6 fusionnés a un ou plusieurs
domaines de la protéine CD46 des cellules de mammiféres. CD46 est une protéine
ubiquitaire qui contient un domaine transmembranaire unique s’insérant dans la
membrane plasmique des cellules, selon une topologie de type I. Des parasites délétés
du géne GRAG6 et exprimant de fagon stable, la construction GRA6-TM CD46-CD46-HF ont
été obtenus. La protéine chimérique est sécrétée dans l'espace vacuolaire ou elle co-
localise avec GRA2. Par fractionnement subcellulaire de cellules infectées, la protéine se
répartit a la fois dans la fraction soluble et membranaire, comme GRA6 endogeéene
(Labruyere et al., 1999). GRA6-TM CD46-CD46-HF est donc trés probablement au moins
partiellement associée aux membranes du RNM. Cette association est en partie
solubilisée par I'Urée et par le NP-40, ce qui montre que la protéine chimérique est
stabilisée dans les membranes du RNM, via des liaisons de type hydrogéne et
hydrophobe. Méme si le mode d’association de GRA6-TM CD46-CD46-HF aux membranes
du RNM differe du mode d’association de GRA6 endogene aux membranes du RNM (GRA6
n‘est déstabilisée de ces membranes, qu’en présence de NP-40 (Labruyere et al., 1999,
Mercier et al., 2002), ces résultats permettent de conclure que le domaine Nter de GRA6

est suffisant pour assurer le ciblage de GRA6 vers les membranes du RNM.
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II-2) Nécessité du domaine Nter de GRA6 pour
I’adressage de la protéine au RNM

Afin de valider la nécessité du domaine Nter pour l'adressage spécifique de GRAG6 vers les
membranes du RNM, ce domaine a été remplacé par celui de SAG1, protéine de surface
du toxoplasme (construction SAG1-TM GRA6-GRA6-HF, exprimée de facon stable dans
des parasites délétés du géne SAGI1). La protéine de fusion emprunte la voie des GD
avant d’étre sécrétée dans |'espace vacuolaire. A lintérieur de la VP, la protéine
chimérique est entierement soluble. Le domaine Nter de GRA6 est donc nécessaire au
ciblage de la protéine GRA6 vers les membranes du RNM.

Des résultats similaires, obtenus précédemment dans le laboratoire, avaient montré que
le domaine Nter hydrophile de GRA5 est nécessaire et suffisant pour l|'adressage
spécifique de la protéine a la PVM (Gendrin et al., 2008).

Dans leur ensemble, ces résultats ont donc démontré que le domaine Nter des protéines
GRA transmembranaires GRA5 et GRA6 constitue un élément essentiel dans le tri post-

sécrétoire de ces protéines vers leur domaine membranaire vacuolaire respectif.

II-3) Existe-il des affinités du domaine Nter de GRAG6 vis-
a-vis de certains lipides membranaires?

L'ensemble des résultats obtenus sur GRA6 nous a amené a rechercher si la spécificité
d’adressage de GRA6 aux membranes du RNM pouvait étre régie par des interactions du
domaine Nter de la protéine avec des lipides membranaires spécifiques.

Ma contribution a ces travaux a consisté a rechercher les éventuels partenaires lipidiques
du domaine Nter de GRA6. Pour cela, j'ai réalisé des tests de superposition protéines /
lipides (fat blots) au cours desquels le domaine Nter de GRA6 (avec le domaine Cter de
GRAG6 ou le domaine Nter de GRA5, en contrdles) a été incubé sur une membrane de
nitrocellulose sur laquelle différents lipides membranaires avaient été fixés.
Contrairement au domaine Nter de GRA5 qui ne présente aucune réactivité vis-a-vis des
lipides testés, le domaine Nter de GRA6 présente une affinité vis-a-vis du
phosphatidylinositol (4) phosphate (PI(4)P) ; du phosphatidylinositol (3,4,5) tri-
phosphate (PI(3,4,5)Ps5) ; de l'acide phosphatidique (PA), du cardiolipide (CL) et du
sulfogalactosylcéramide (SGC). Cette réactivité laisse supposer que le domaine Nter de
GRAG6 pourrait interagir avec les membranes via une interaction préalable avec ces lipides

chargés négativement.

Le détail de ces travaux est présenté dans l'article N°2 intitulé : « Post-translational

membrane sorting of the Toxoplasma gondii GRA6 dense granule protein into
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the parasite-containing vacuole is driven by its N-terminal domain», publié en

2010, dans la revue International Journal for Parasitology. 40: 1325-1334.
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ARTICLE N°2

Claire Gendrin, Amina Bittame, Corinne Mercier and Marie-France Cesbron-Delauw

(2010). « Post-translational membrane sorting of the Toxoplasma gondii GRA6
dense granule protein into the parasite-containing vacuole is driven by its N-
terminal domain». International Journal for Parasitology. 40: 1325-1334.
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Supplementa ry Table SI. Sequence of the primers used in this study.

®Name of the primer ® Primer sequence Length of
the
amplified
fragment
(bp)

Amplification of the 5’ and 3' UTR of GRAS:

Amplification of the 5’ UTR: 884
GRA5-HF1 CGGGATCCTGGTTCTCTTACACGTTGCAA (BamHI)

GRA5-HF2 TCCCCCGGGAGACGCCATTTTGTTACTTCAC (Smal)

Amplification of the 3'UTR: 394

GRA5-HF3 CCCGCTCGAGGGGGCACTGTGTTGCTCG (Xhol)

GRA5-HF4  GGGGTACCGCGCCTTGTGTGCGAATCA (Kpnl)

GRA6/CD46""/CD46-HF 631
Amplification of GRA6 Nt: 463
GRAG-HF1 TCCCCCGGGGCACACGGTGGCATCCATC (Smal)

GRAG6-HF2 CACAGCAATGACCCAAACTCTGTGGCGTTTCTGTGTTC

Amplification of CD46 TM + CD46 Ct: 168

CD46-HF19 GAACACAGAAACGCCACAGAGTTTGGGTCATTGCTGTG

CD46-HF2 CGGAATTCGCCTCTCTGCTCTGCTGG (EcoRl)

Amplification of the whole product: GRA6-HF1 + CD46-HF2

1094
SAG1/GRA6™/GRA6-HF

861
Amplification of SAG1 Nt:
SAG1-HF1 TCCCCCGGGTTTCCGAAGGCAGTGAAGGCAGTGAGACGC (Smal)
SAG1-HF9 CACCACAGCACCAATGAGTGCAGCCCCGGCAAACTC
Amplification of GRA6 TM + GRA6 Ct: 233

GRA6-HF4 GAGTTTGCCGGGGCTGCACTCATTGGTGCTGTGGTG

GRA6-HF5 CGGAATTCATAATCAAACACATTCACACG (EcoRlI)

Amplification of the whole product: SAG1-HF1 + GRA6-HF5
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454
GRA5/GRA6™/GRAG-HF

Amplification of GRA5 Nt: 221
GRA5-HF5 TCCCCCGGGGTAAAACGCGTCGTTGTGG (Smal)

GRA5-HF19 CACCACAGCACCAATGAGAGTCCTCACTGGATGTCC

Amplification of GRA6 TM + GRA6 Ct: 233
GRAB-HF6 GGACATCCAGTGAGGACTCTCATTGGTGCTGTGGTG

GRAG-HF5

Amplification of the whole product: GRA5-HF5 + GRA6-HF5

597
GRA6/GRA5 ™/GRA5-HF
Amplification of GRA6 Nt: 463
GRAG6-HF1
GRA6-HF3 CTGCAGCAAGTCCCACTGCTCTGTGGCGTTTCTGTGTTC
Amplification of GRA5 TM + GRAS5 Ct: 134

GRA5-HF18 GAACACAGAAACGCCACAGAGCAGTGGGACTTGCTGCAG
GRA5-HF6 CGGAATTCCTCTTCCTCGGCAACTTCTT (EcoRlI)

Amplification of the whole product: GRA6-HF1 + GRA5-HF6

®The name of each primer includes the gene to be amplified (bold). In each primer sequence, the region
annealing to a specific gene is indicated in bold; the restriction site and its floating bases are underlined.
The restriction sites used for cloning are indicated at the end of the primer sequences.

®The sequence of each primer is given 5" to 3'.

UTR, untranslated region; Nt, N-terminal; Ct, C-terminal.
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CHAPITRE 1II : contribution de GRA2 et GRAG6

a la formation du RNM

Le RNM est une structure membranaire qui se forme 10 - 30 minutes aprés que le
parasite soit entré dans la cellule hote et ait formé sa VP. Les tubules membranaires qui
le composent, semblent se former au pole postérieur du parasite puisqu’on y détecte
alors des vésicules, d’origine et de composition inconnue, et de courts tubules
membranaires enroulés (Sibley et al., 1995 ; Mercier et al., 1998a). Certaines des
protéines GRA, notamment GRA2, GRA6 et GRA12, ont été immuno-localisées au niveau
de ce réseau en formation. Ces protéines semblent donc se localiser la ou elles
pourraient potentiellement assurer la mise en contact des vésicules, la déformation de
leurs membranes, leur fusion, et stabiliser les tubules membranaires formés. De plus,
par I'analyse du phénotype de parasites délétés de GRA2 et/ou GRAG, il avait été montré
de facon indirecte, que ces deux protéines sont indispensables a la formation d’'un RNM
mature dans |'espace vacuolaire : GRA2 initierait le processus de formation du RNM alors
que GRAG6 interviendrait aprés GRA2, pour stabiliser dans le temps et l'espace, les
tubules membranaires initiés par GRA2 (Figures 28-29) (Mercier et al., 2002).

Peu de protéines ont été détectées au RNM mature jusqu’a présent. Hormis la récente
observation de protéines de la famille de ROP2 (protéines qui pourraient utiliser le RNM
pour accéder a la membrane de la VP) (Reese et al., 2009), seules des protéines GRA et
notamment, GRA2, GRA6, GRA9 et GRA12, ont été décrites comme associées aux
membranes du RNM mature (Mercier et al., 2010). GRA2 était, a priori, un candidat

intéressant pour initier le processus de déformation des membranes. En effet, sa
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séquence en acides aminés permettrait de former deux ou trois hélices alpha-
amphipatiques (AAH pour « amphipathic alpha-helix ») dans la région centrale de la
protéine (Travier et al., 2008). Or, l'insertion d’'une AAH est suffisante pour générer des
déformations membranaires (Peter et al., 2004 ; Zimmerberg and Kozlov, 2006 ; Drin
and Antonny, 2010). GRA6, quant a elle, contiendrait une hélice alpha-hydrophobe
(Lecordier et al., 1995) qui assurerait |'association de la protéine aux membranes du
RNM mature (Labruyére et al.,, 1999). Cette protéine avait été décrite comme étant un
partenaire privilégié de GRA2 durant la phase initiale de formation du RNM. En effet, la
délétion du géne GRAZ2 se traduit, entre autres, par un défaut d’accumulation de GRA6 au
pole postérieur du parasite, 10-30 min apres l'invasion, c’est-a-dire quand le RNM se met
en place (Mercier et al., 2002). Ce résultat pouvait donc indiquer que les deux protéines
GRA2 et GRAG6 interagiraient dans la VP, trés tot aprés leur sécrétion, pour contribuer a
la formation du RNM. De plus, les données récentes de la littérature concernant les
mécanismes de déformation membranaire, indiquent que des protéines contenant des
domaines transmembranaires peuvent également contribuer aux déformations
membranaires, seules, ou en coopération avec d’autres protéines (Praefcke and
McMahon, 2004). Enfin, il est a I'heure actuelle, impossible de purifier les membranes du
RNM a partir de la VP (les données lipidomiques concernant ce compartiment sont donc
inexistantes) et la purification des protéines GRA a partir de la fraction soluble de la PV

serait longue et laborieuse.

Pour toutes ces raisons, afin de rechercher quelle est la participation des protéines GRA2
et GRA6 dans le mécanisme de formation du RNM, nous avons utilisé un systéme de
larges vésicules unilamellaires (« Large Unilamellar Vesicles » ou LUV) formées de lipides
complexes et des protéines GRA2 et GRA6 exprimées sous forme recombinante chez
Escherichia coli. Aprés avoir validé les protéines recombinantes par différentes
techniques de biochimie et de microscopie, nous avons tout d‘abord étudié I'action de
GRA2 et GRAG6, incubées seules, avec les LUVs puis avons procédé a leur co-incubation

avec les vésicules.

III-1) Etude des protéines recombinantes

Trois protéines recombinantes flanquées d’étiquettes Hisx6 (afin de faciliter leur
purification par affinité sur une résine couplée au Ni**) ont été produites & partir d’E. coli,
sous forme soluble, selon un protocole qui n'utilise pas de détergent. Puisque les AAH de
GRA2 avaient été démontrées comme étant responsables de |'association de la protéine

aux membranes du RNM (Mercier et al., 1998a ; 2002 ; Travier et al., 2008), nous avons
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également exprimé en plus de GRA2 et GRA6, la protéine GRA2 (NT-CT), c’est-a-dire
GRA2 tronquée de ses AAH. Bien que les protéines recombinantes rGRA2, rGRA2 (NT-CT)
et rGRA6 migrent en SDS-PAGE, a un poids moléculaire apparent compatible avec ce qui
était attendu, des formes de plus haut poids moléculaire ont été détectées, notamment
pour rGRA2. Aprés avoir vérifié en immunoblot que les protéines recombinantes sont
reconnues par des anticorps spécifiques, il fallait valider la possibilité d’utiliser ces
protéines dans notre systéme d’étude in vitro des interactions protéines-membranes.
Pour cela, les protéines en solution ont été analysées par dichroisme circulaire, par
chromatographie d’exclusion de taille (cas de rGRA2 uniquement), par diffusion
dynamique de la lumiére et par microscopie électronique a transmission.

Si les spectres de dichroisme circulaire de rGRA2 et rGRA2 (NT-CT) sont conformes aux
prédictions de structure secondaire (protéine majoritairement repliée en hélice alpha
pour rGRA2 et repliement aléatoire dans le cas de rGRA2 (NT-CT)), celui de rGRA6
indique que la protéine recombinante ne se replie que partiellement en hélice alpha. De
plus, la diffusion dynamique de lumiére, la chromatographie d’exclusion de taille ainsi
que la microscopie électronique ont monté que rGRA2 (NT-CT) et rGRA6 constituent une
population monodisperse de petites particules (8 nm de diamétre dans le cas de rGRA2
(NT-CT) et 7 nm de diamétre dans le cas de rGRA6). rGRA2, quant a elle, est constituée
de deux populations de particules solubles, I'une formée de particules d'une dizaine de
nm de diameétre, pour un poids moléculaire de 64-68 kDa (dimére probable) et la
seconde, formée de particules a la forme caractéristique de « donuts » de 15 a 40 nm de

diameétre pour un poids moléculaire > 500 kDa.

III-2) rGRA2 s’associe préférentiellement aux LUVs de
100 nm de diametre qu’elle déforme en courts tubules
membranaires

Du fait de I'absence de données sur la composition en lipides des membranes du RNM :

- nous avons choisi de travailler avec des LUV (soniquées ou extrudées) de composition
lipidique complexe, c’est-a-dire formées a partir de lipides extraits de cellules eucaryotes
Hela ;

- nous n'avons pas pu travailler en quantités molaires de lipides mais uniquement en
qguantités massiques.

Aprés avoir déterminé empiriqguement le rapport lipides/protéine le plus favorable a
I’'association de rGRA2 aux membranes, la protéine a été incubée avec des vésicules
extrudées a 50, 100 ou 200 nm et le produit de l'incubation a été analysé d’une part, par

immunoblot, aprés ultracentrifugation dans un gradient discontinu de densités de
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sucrose, et d’autre part, par microscopie électronique a transmission. C'est lorsqu’elle est
incubée avec des LUVs de 100 nm de diametre qu’‘on observe la proportion la plus
importante de rGRA2 dans les fractions supérieures du gradient, fractions qui contiennent
aussi les liposomes. Ces résultats indiquent que la protéine s’associe bien aux
membranes des vésicules de 100 nm de diameétre. Par dichroisme circulaire, nous avons
montré que le repliement majoritaire de rGRA2 en hélice a n’est pas modifié suite a son
association aux membranes des LUV. Par traitement des membranes des LUVs par
différents agents chimiques qui déstabilisent les interactions protéines-membranes, j'ai
également montré que rGRA2 s’associe aux membranes des LUV via des interactions
hydrophobes majoritaires. Enfin, c’est également a partir du produit de l'incubation de
rGRA2 avec des LUV de 100 nm de diamétre, que de courts tubules membranaires
(diamétre de 20-40 nm, longueur maximale d’une centaine de nm) ont été observés par
microscopie électronique a transmission. De plus, nous avons Vvérifié que rGRA2 (NT-CT),

incubée dans les mémes conditions que rGRA2, ne s’associe pas aux LUVs.

Dans les cellules eucaryotes, un des partenaires lipidiques privilégiés des protéines
déformant les membranes et contenant une AAH, est le PI(4,5)P,. Afin de rechercher si
rGRA2 présente une affinité pour PI(4,5)P,, des expériences de « fat blots » ont été
réalisées. Alors que rGRA2 reconnait la plupart des phospholipides chargés négativement
(PS, CL, PI(4)P), PI(4,5)P, et PI(3, 4, 5)P3), de fagon intéressante, rGRA2 (NT-CT),
reconnait les mémes lipides, hormis PI(4,5)P,. Ces résultats suggéraient donc que les
AAHs de rGRA2 reconnaitraient PI(4,5)P, dans les membranes.

Afin de valider cette interaction, rGRA2 a été incubée avec des LUVs soniquées et
composées uniquement de 2- (PC/PE) ou de 3 phospholipides (PC/PE/PI) ou
(PC/PE/P1(4,5)P,), en utilisant les rapports molaires respectifs (6/4), (6/3/1) et (6/3/1)
(Figure 67A). Le produit de l'incubation a été soit ultracentrifugé, soit déposé au fond
d’un gradient de densité de sucrose. Les résultats de ces expériences ont montré qu’alors
gu’une fraction de rGRA2 reste dans la fraction soluble dans le cas de vésicules contenant
du PI ou uniquement PC/PE, la totalité de la protéine est retrouvée dans le culot dans le
cas des vésicules contenant PC/PE/PI(4,5)P, (Figure 67B-haut). Le traitement du culot
d’ultracentrifugation par des agents chimiques déstabilisant les protéines membranaires
a montré que rGRA2 n’est solubilisée que par le NP-40 (Figure 67B-bas). Enfin, le
gradient de densité a permis de confirmer l'association de rGRA2 aux membranes des
LUV + PI(4,5)P, (Figure 67C).
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Figure 67. rGRA2 s’associe préférentiellement aux LUVs contenant du PI(4,5)P,. (A) Représentation
schématique des 3 types de LUVs incubées avec rGRA2. Les « LUV »étaient constituées de (PC/PE) (6/4) ; les
« LUVs+PI », de (PC/PE/PI) (6/3/1) et les « LUV+ PI(4,5)P,», de (PC/PE/ PI1(4,5)P,) (6/3/1) (rapports molaires).
Le produit de l'incubation de rGRA2 avec trois types de LUVs a été : (B) ultracentrifugé, a 100 000 g pour obtenir
un culot P, qui contient la protéine associée aux membranes et un surnageant, S, qui contient la protéine non
associée. La fraction membranaire P a été traitée soit par de I'urée 6M, soit par du Nonidet P-40 (NP-40) 1%, soit
par du Tris pH 8 (contrble) (encadré rouge). Les traitements ont été appliqués pendant 30 min, sur glace. Une
deuxiéme ultracentrifugation d’'une heure, a 100 000 g, a été réalisée pour obtenir a nouveau un culot, P, qui
contient la protéine non solubilisée par les traitements et un surnageant, S, qui contient la protéine solubilisée.
(C) Le produit de I'incubation de rGRA2 avec les LUV+ PI(4,5)P, a également été déposé au fond d’un gradient
discontinu de sucrose (0 - 40 %), puis centrifugé jusqu’a I'’équilibre (100 000 g, 13h). Le contenu du gradient a été
collecté par fractions de 100 pl. Les fractions ont été pesées puis analysées par immunoblot. L'ensemble des gels
présentés a été révélé a l'aide de I'anticorps monoclonal anti-GRA2.

Dans leur ensemble, ces expériences :

1) ont permis de valider que rGRA2, seule, est capable de s’associer aux membranes de
courbure membranaire importante et de composition lipidique complexe et de les
déformer pour générer de courts tubules membranaires.

2) Ils montrent également que rGRA2 reconnait PI(4,5)P, via ses AAH.

Néanmoins, la fréquence de formation des tubules membranaires est restée faible et la
morphologie des tubules formés ne correspondait pas a celle du RNM observé dans la VP.
Nous avons donc ensuite recherché si rGRA6 permettrait d’améliorer le systéme d’étude

in vitro.
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III-3) rGRA6 facilite Ila formation des tubules
membranaires initiés par rGRA2

Afin d'étudier le réle de rGRA6 dans le processus de tubulation membranaire induit par
rGRA?2, il était nécessaire dans un premier temps, d'étudier le comportement de rGRAS,
seule, vis-a-vis des membranes. rGRA6 a donc été incubée avec des LUVs Hela de
différents diametres. Les résultats obtenus indiquent que rGRA6 ne présente pas de
sensibilité a un degré particulier de courbure membranaire mais que par contre, elle
semble favoriser le rapprochement et l'agglomération des vésicules lipidiques, sans
provoquer leur déformation.

L'abondance relative des protéines GRA2 et GRA6 dans la VP n'étant pas connue, nous
avons cherché a déterminer le rapport massique optimal rGRA2/rGRA6 qui favoriserait la
formation de tubules membranaires, par I'action conjuguée de rGRA2 et rGRA6 sur des
LUV HelLa de 100 nm de diametre. De nombreux tubules membranaires irradiant des
liposomes (longueur : jusque 200 nm ; diametre moyen : 15-25 nm) ont été observés
lorsque les deux protéines recombinantes ont été co-incubées dans un rapport massique
protéine/protéine rGRA2/rGRA6 de 10/1. L'analyse en immunoblot des fractions des
gradients de sucrose a confirmé que les deux protéines s’associent aux membranes des
LUV. En présence de rGRA6, rGRA2 semble s’associer de fagon plus importante aux

membranes qu’en son absence.

Dans son ensemble, méme s'il ne permet pas encore de définir le mécanisme par lequel
les membranes du RNM se forment, ce travail a donc permis de valider le role coopératif

de GRA2 et GRA6 dans la déformation initiale des membranes a I'origine du RNM.

L'ensemble de ces travaux est présenté en détails dans l'article N°3 intitulé «The GRA2
protein of Toxoplasma gondii cooperates with GRA6 to induce membrane

tubulation », actuellement soumis pour publication.
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Summary (284 words)

Membrane deformation requires proteins. Those which contain an amphipatic alpha-helix (AAH) can
penetrate and shape the lipid bilayer into tubules. A membranous nanotubular network (MNN) is the main
structural feature of the parasitophorous vacuole (PV) in which Toxoplasma gondii develops within the host
cell. The MNN is a key support of parasite development. However, how the MNN is formed and for which
function remain poorly understood. We had previously demonstrated indirectly that the secreted dense
granule GRA2 protein, which contains three AAH is a key element of the initiation of MNN biogenesis and
that GRA6, which contains a long hydrophobic alpha helix, is required for MNN stabilization. Here we used
an in vitro system to demonstrate that both GRA2 and GRAG6 are sufficient to form membranous nanotubes.
Recombinant GRA2 (rGRA2) and GRA6 (rGRA®G) proteins were purified from bacteria. Circular dichroism
and dynamic light scattering showed that rGRA2, which folds with an alpha-helical pattern, is purified as two
soluble complexes, one being likely a dimer and the other, a multimeric complex of high molecular weight.
rGRAG, which folds partially with an alpha-helical pattern, is purified as monomers. When incubated with
Small Unilamellar Vesicles (SUVs) formed from complex lipids, rGRA2 associates preferentially with SUVs of
100 nm in diameter via hydrophobic interactions and generates short membranous tubules observed by
transmission electron microscopy (TEM). rGRAG6 also associated with SUVs of 100 nm in diameter and was
shown to tether vesicles. Upon co-incubation of rGRA2 and rGRA6 with SUVs, the frequency of tubule
formation did increase. Fat blots showed that rGRA2 recognizes Phosphatidyl Inositol (4, 5) bi-phosphate via
its AAH. These results thus validate the cooperation of both GRA2 and GRAG6 to deform membranes and to

generate membranous tubules.

Key words: amphipatic alpha-helices; Apicomplexa; dense granule proteins (GRA proteins); membranous

tubules; phosphatidyl inositol (4,5) biphosphate; Toxoplasma gondii.
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Introduction

In eukaryotic cells, formation of membranous
tubules or more specifically, changes in local
membrane curvature are linked to various
biological processes, such as the genesis of
filopodia, cellular division, = communication
between cells and formation of elongated
organelles (the endoplasmic reticulum, the Golgi
apparatus, mitochondria...) (Ramirez-Weber and
Kornberg, 1999; Rustom et al.,2004; for a review,
Shibata et al., 2009). Formation of membranous
tubules can also be linked to various infectious
processes, with pathogen-induced membranous
tubules occurring within or outside the pathogen-
containing vacuole (Lauer et al., 1997; Cesbron-
Delauw et al., 2008; Mercier et al., 2010), the
infected cell (Maier and Wiethoff, 2010; Drecktrah
et al.,, 2008; Lata et al., 2008) or between
infected- and potentially infected cells (Sowinski et
al., 2008).

How membrane curvature is generated, is still
poorly understood. Various parameters including
specific membrane lipids, lipid asymetry and
energy, are required to induce the initial
membrane curvature (Zimmerberg and Kozlov,
2006). Although certain lipids are sufficient to
generate membrane domains of moderate
curvature (Bacia et al., 2005; Baumgart et al.,
2003) or even membrane tubules from liposomes
(Stowell et al., 1999), it is generally accepted that
the energy required for high membrane curvature
in intracellular membranes, is provided by proteins
(Zimmerberg and Kozlov, 2006; Devaux et al.,
2008, Madsen et al., 2010), which act directly on
membranes to deform them, using three types of
mechanisms. The first mechanism involves
molecular motors that pull-out thin membranous
tubules from a lipid bilayer by progressing along
microtubules or actin filaments (McMahon and
Gallop, 2005). The second mechanism is
scaffolding by which proteins with affinity for lipid
polar heads (as an example, the
Bin/Amphiphysin/Rvs (BAR) proteins; McMahon
and Gallop, 2005; Campelo et al., 2010) assemble
into concave structures which are sufficiently rigid
to impose membrane bending. The third
mechanism relies on the insertion of a
hydrophobic domain into the membrane bilayer.
This wedging effect can be sustained by proteins
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which contain hydrophobic segments that form a
hairpin in the membrane (proteins of the
reticulons/DP1/Yopl family as examples) (for a
review, Shibata et al., 2009) or by proteins that
contain an amphipatic alpha-helix (AAH) (for a
review, Drin and Antonny, 2010). In these helices,
the hydrophobic amino acids, located on one face
of the helix, are segregated from both the polar
and charged residues which are located on the
opposite face. Most of the AAHs are unfolded in
ionic buffers but upon contact with the surface of a
curved membrane, they undergo a transition into
AAH, which interacts via its positive charges with
the membranous negatively charged lipids and
deform them to induce membrane tubulation (for a
review, Drin and Antonny, 2010).

Toxoplasma gondii is the intracellular parasite
responsible for toxoplasmosis, a widespread
anthropozoonose that affects up to one third of the
human population worldwide and is responsible
for severe fetal disabilities or fatal encephalitis in
immuncompromised patients, if not treated. Like
the other parasites of the Apicomplexa phylum,
such as Plasmodium spp (the etiologic agent of
malaria), T. gondii multiplies within the infected
cell, inside a parasitophorous vacuole (PV) that
provides a safe metabolically active compartment
to the parasite. The PV is formed upon active
invasion of the host cell, from the cellular plasma
membrane and from the coordinated secretion
from parasite’s secretory organelles, namely the
micronemes, the rhoptries and the dense granules
(for reviews, Cesbron-Delauw et al., 2008, Sibley,
2004; Carruthers and Boothroyd, 2007,
Dubremetz, 2007).

The most important structural feature of the
Toxoplasma PV is a membranous nanotubular
network (MNN) which connects the parasites
together and to the vacuolar membrane. The
function of the MNN remains currently unclear: it
was initially proposed as being involved in the
acquisition of nutrients from the host cell and/or
the export of degradation products from the PV to
the host cell (Sibley et al., 1995; Mercier et al.,
1998a). Current hypotheses favor a role in
maintaining the dividing parasites in an ordered
arrangement within the PV to optimize their
synchronous division (Travier et al., 2008). The
MNN could also be involved in the transport of
secreted protein complexes en route to the PV



membrane (Reese and Boothroyd, 2009). Despite
its unknown function at the parasite/host cell
interface, the MNN was correlated to the
parasite’s virulence (Mercier et al., 1998b).

Both the dense granule secreted proteins GRA2
and GRA6 are currently the best effector
candidates of MNN membrane tubulation. GRA2
is a 28 kDa protein (185 amino acids (aa)) which
contains three central AAHs flanked by two
hydrophilic regions (Travier et al.,, 2008).
Transmission electron microscopy analysis of the
PV of a parasite strain from which the single gra2
gene had been deleted (AGRA2 strain) showed
complete disruption of the MNN (Mercier et al.,
2002), demonstrating indirectly that GRA2 is a
crucial effector of MNN formation (Mercier et al.,
1998b; Mercier et al., 2002; Travier et al., 2008).
By complementation of the AGRA2 strain with
truncated GRA2 proteins, both the N-terminal
hydrophilic domain and the AAHs were shown to
be necessary to induce the formation of the MNN
(Travier et al.,, 2008). GRA2 is secreted sub-
apically from the dense granules into the vacuolar
space shortly after formation of the PV. It rapidly
re-localizes to the posterior end of the parasite
which is then invaginated. This is likely during this
particular time period, i.e. 10-30 min post-
invasion, that GRA2 does associate with the
membrane whorls and the vesicles present within
the PV space and which will progressively fuse
and elongate to form the MNN (Sibley et al.,
1995).

Interestingly, deletion of the gra6é gene also
resulted into the parasite’'s PV being devoid of its
MNN, which was replaced by small vesicles within
the vacuolar space. Furthermore, the posterior
invagination of the Agra6 strain did contain small
membranous whorls which yet failed to later
elongate and unfold because of the lack of GRA2
(Mercier et al., 2002). These results indicated
indirectly that GRA6 would also contribute
significantly to the MNN formation, likely by
stabilizing the membranous tubules once initiated
by GRA2.

In this study, we examined the contribution of both
GRA2 and GRAG6 in the MNN formation. We first
developed the production of recombinant GRA2
(rGRA2) and GRA6 (rGRAG) proteins (rGRA2 and
rGRA6) from Escherichia coli and without
detergent. Using biochemical and microscopy
techniques, we then investigated the effect of
these recombinant proteins on small unilamellar

158

vesicles (SUVs) generated from complex lipids
extracted from eukaryotic cells. The results
showed that rGRA2 associates preferentially with
vesicles of 100 nm in diameter and deforms them
into short membranous tubules. Upon co-
incubation of rGRA2 and rGRA6 with SUVs, the
efficacy in membranous tubules formation was
increased. Together, these results validate the
crucial role of both GRA2 and GRAG6 in the
formation of the Toxoplasma MNN.

Results

Bio-physical characterization of recombinant

GRA2 and GRA6 expressed in bacteria. In
order to obtain direct proofs of the role of both
GRA2 and GRAG6 in membrane tubulation, we first
set up conditions of purification from E. coli and
without detergent, of the recombinant soluble
proteins rGRA2 (theoretical molecular weight
(MW): 27.29 kDa) (Golkar et al., 2007), rGRA6
(theoretical MW: 28.38 kDa) and of rGRA2 (NT-
CT) (theoretical MW: 18.41 kDa), using the
pPUET1 plasmid vector (Dabrowski and Kur, 1999).
rGRA2 (NT-CT) is a truncated form of rGRAZ2,
from which the amphipatic [I-helices have been
deleted (Fig.1A). pUET1 allows the fusion of the
recombinant proteins with a N-terminal S tag
derived from a pancreatic ribonuclease
(solubilizing peptide) and with two flanking Hisx6
tags (Fig. 1A). Purification of the recombinant
proteins was achieved by lysing the transformed
bacteria in 20 mM MOPS pH 7.5, followed by
single step affinity purification on Ni-agarose and
subsequent size exclusion chromatography to
eliminate the imidazole used to elute the
recombinant proteins. SDS-PAGE analysis (Fig.
1B, first panel) showed major bands at the MW
of 34 kDa (rGRA2), 27 kDa (rGRA2 (NT-CT)) and
43 kDa (rGRAG®), respectively. Upper forms, which
could correspond to SDS-resistant multimeric
forms of rGRA2 and lower bands, which could be
rGRA6 degradation products were also observed.
On immunoblots, each recombinant protein was
efficiently  recognized by the anti-Hisx6
monoclonal antibody (mAb) (Fig. 1B, 2 panel)
as well as by antibodies specific of the GRA
proteins, i.e. the mAb TG17.179 which recognizes
the 8 C-terminal amino acids of GRA2 (Cesbron-
Delauw et al., 1992) (Fig. 1B, 3 panel) and the
rabbit serum raised against another recombinant
form of GRAG6 (Labuyere et al., 1999) (Fig. 1B, 4™



panel). Three different kinds of circular dichroism
(CD) spectra were observed for the recombinant
proteins. The spectrum of rGRA2 displayed two
minima, at 208 and 222 nm respectively, both
characteristic of a protein mainly folded in (-
helical structure; the spectrum of rGRA2 (NT-CT)
was that of a protein arranged mainly in random
coil and the spectrum of rGRA6 was a mix
between that of a protein folded in a-helical
structure (see the minimum at 225 nm) and that of
a protein in random coil (Fig. 2C). Dynamic light
scattering (DLS) analysis using a zetasizer was
used to investigate whether the purified proteins
were homogenous or not. While both rGRA2 (NT-
CT) and rGRA6 appeared as homogenous
populations of small particles (8 nm and 7 nm in
diameter, respectively), 2 populations of particles
were observed in the soluble rGRA2: 56% of
rGRA2 was included in particles of 17.7 nm in
diameter while 44% of the protein was comprised
in particles of 66 nm in diameter; (Fig. 1D, left
panel). Although the diameter of these rGRA2
particles could not be confirmed when using the
DLS Wyatt technology apparatus because of the
low amplitude of the refraction index peaks,
calibration of the Sephacryl-500 column coupled
to the detector with soluble proteins of defined
molecular weight, allowed to estimate that the
rGRA2 peak characterized by an elution volume
of 32 ml, would correspond to particles > 500 kDa
(Fig. 1D, right panel, b peak) . In order to gain
more information into the oligomeric forms of the
different GRA proteins, we analyzed them by
negative stain Transmission Electron Microscopy
(TEM). For rGRA2, we observed a continuum of
structures ranging from 8 to more than 100 nm in
diameter (maximum dimensions). In conjunction
with the DLS results presented above, we
interpreted the smaller particles (i.e. around ~10
nm in diameter) as soluble small oligomers of
rGRA2 (Fig. 1E, left panel, black circles) . While
we cannot exclude the possibility that the very
large objects (up to 100 nm in diameter) might be
vesicless/membrane pieces co-purifying with the
protein, the intermediate sized structures, ranging
from ~15 to 40 nm in diameter (maximum
dimensions), likely represent the > 500 kDa
multimeric forms of rGRA2 either soluble or
membrane-bound (Fig. 1E, left panel, white

arrows) . When both rGRA2 (NT-CT) and rGRA6
were observed by negative stain TEM, they
revealed a more homogenous population of
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particles compared to rGRA2. The external
diameter of both rGRA2 (NT-CT) and rGRA6 was
~6 — 8 nm (Fig. 1E, central and right panel).
Together, these results suggest that soluble
rGRA2 forms a variety of oligomeric structures,
the smaller one matching a 65 kDa dimer, and
that both rGRA2 (NT-CT) and rGRA6 were
purified as homogeneous populations of
monomeric proteins.

rGRA2 is capable of deforming liposomes of
complex lipid composition into  short
membranous nanotubes. In order to analyze the
effect of rtGRA2 on membranes, small unilamellar
vesicles (SUVs) were generated either by
sonication or by extrusion, using 100 nm pore-
sized membranes and lipids extracted from HelLa
cells. DLS analyses of these HeLa SUVs showed
single peaks, indicating homogenous populations
of vesicles of 100 nm- (extruded SUVSs, suppl.
Fig. 1A) or of 67.5 nm in diameter (sonicated
SUVs, suppl. Fig. 1B). The homogeneity of SUVs
extruded at 100 nm was also confirmed by TEM
(Supl. Fig. 1C, central panel).

To set up the conditions to investigate the effect of
rGRA2 on membranes, we first defined the
optimal lipid:protein ratio. Aliquots of SUVs
obtained by sonication from 116 pg of Hela lipids
were first incubated for 30 min with various,
empirical, quantities of rGRA2, followed by an
ultracentrifugation at 100,000 g for 1 h (standard
binding assay). The minimum ratio in lipids:rGRA2
(MW:MW) which allowed complete recovery of the
protein in the pellet, in an easily detectable
amount, was determined as 116 ug of lipids for 5
pg of rGRA2 (0.18 nmoles) (ratio 23.2:1
(MW:MW) (Suppl. Fig. 2A). However, because
the recombinant proteins had to be purified and
frozen before their incubation with SUVs, we
performed a mock incubation of rGRA2, rGRA2
(NT-CT) and of rGRA6 for 30 min, at room
temperature, in the binding buffer, before
ultracentrifugation at 100,000 g for 1 h. While
most of rGRA2 (NT-CT) was detected in the
supernatant, approximately 30% of rGRA2 and
50% of rGRAG6 were observed in the pellet (suppl.
Fig. 2B). Together, these results indicated that
despite spontaneous aggregation of part of the
rGRA2 and rGRA6 pools upon freezing, the
lipid:protein ratio 25:1 or lower ratios such as 50:1
(not tested here) or 100:1 should allow maximal
membrane association of rGRA2. Therefore,



unless otherwise stated, these results led us to
use thereafter, the ratio 25:1 (MW:MW) when
biochemical analyses of the incubation product
were required and the ratio 50:1 (MW:MW) when
TEM was performed consecutively to the
incubation of rGRA2 with HeLa SUVs. However,
to avoid any misinterpretation of the results of the
subsequent incubations of rGRA2 or rGRA6 with
SUVs, the recombinant proteins were thus
thereafter, systematically centrifuged for 20 min at
10,000 x g, 4C, upon thawing and the binding
assays were performed on the supernatants,
immediately after protein quantification.

To investigate whether rGRA2 binds preferentially
to membranes of low or of higher curvature, the
recombinant protein as well as rGRA2 (NT-CT) as
a control of protein which does not supposedly
associate with membranes, were incubated with
Hela SUVs extruded at 50, 100 or 200 nm. The
incubation products were loaded into step
gradients of sucrose and ultracentrifuged for 13 h
at 100,000 x g. Independently from the SUVs’
diameter, most of rGRA2 remained in both the
30% and 40% sucrose fractions of the gradients,
suggesting aggregation of the protein. However,
approximately 20 % of the rGRA2 pool floated up
to the 10% sucrose fraction when SUVs of 100
nm in diameter were used. Traces of rGRA2 did
even float up to both the 0 and 5% sucrose
fractions (Fig. 2A, upper panel). Importantly,
rGRA2 (NT-CT) remained in both the 30% and
40% sucrose fractions, whatever the SUVs’
diameter, confirming its lack of membrane
association (Fig. 2A, lower panel ). Since the
majority of the phospholipid pool was identified by
iodine within the 0-10% sucrose fractions (Fig.
2A, central panel) , together, these results
suggested that 20% of soluble rGRA2 did
associate with the membranes of 100 nm @ HelLa
SUVs.

To test whether binding of r—GRA2 to HeLa SUVs
had an impact on the protein folding, CD
experiments were performed on rGRA2 incubated
with 100 nm extruded HelLa SUVs (lipids:protein
2:1 (MW:MW)), and the results were compared to
the spectrum obtained for rGRA2 in solution.
Following membrane association, the alpha-
helical pattern of rGRA2 was preserved (Fig. 2B).
Similar results were obtained for the lipids:rGRA2
ratio of 3:1 (MW.MW) (data not shown). To
analyze the type of interactions that rGRAZ2
establishes with the membranes of HelLa SUVs,
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the membranous fraction recovered from binding
assays (sonicated SUVs, lipids:protein 90:1
(MW:MW)) was treated with several chemical
agents known as denaturing protein-membrane
interactions. None of these chemicals, except 1%
Nonidet P-40 (NP-40), had an effect on the
membrane-bound fraction of rGRA2 (Fig. 2C),
suggesting that rGRAZ2 interacts with HeLa SUVs
mainly by hydrophobic interactions and hydrogen
bonds. Both the incubation products of rGRA2
and of rGRA2 (NT-CT) with HeLa SUVs extruded
at 50, 100 or 200 nm (lipids:protein of 25:1
(MW:MW)), were threreafter analyzed by TEM.
The sole reaction conditions for which membrane
deformation was observed was that
corresponding to rGRA2 being incubated with
SUVs of 50 or 100 nm in diameter. Short tubules
of up to 300 nm in length and 20-30 nm in
diameter were indeed observed (Fig. 2D, upper
panels) . In contrast, no membrane deformation
was observed when rGRA2 (NT-CT) was
incubated with HeLa SUVs of 50, 100 or 200 nm
(Fig. 2D, central panels ). Moreover, while the
10% sucrose fraction resulting from the incubation
of rGRA2 with 50 nm or 100 nm & Hela SUVs
also displayed vesicle deformations (up to 100 nm
in length and up to 40 nm in diameter), only
roundly shaped liposomes were observed in the
10% sucrose fractions resulting from the
incubation of rGRA2 with 200 nm HelLa SUVs
(Fig. 2D, lower panel) . Direct TEM analysis of the
product resulting from the incubation of various
guantities of rGRA2 with HeLa SUVs extruded at
100 nm confirmed the formation of membranous
tubules (up to 1000 nm in length and up to 40 nm
in diameter) when lipids:protein ratios of 50:1 or
100:1 (MW:MW) were used (Suppl. Fig. 2C). We
next investigated whether rGRA2 would recognize
specific membrane lipids. Both rGRA2 and rGRA2
(NT-CT) were thus incubated on nitrocellulose
membranes onto which defined synthetic lipids
had been spotted (membranes known as “Lipid
strips”), and further revealed by the anti-GRA2
mAb. While both proteins displayed similar
intense reactivity to phosphatidyl-inositol (4)
phosphate (PI(4)P), phosphatidyl-inositol (3,4,5)
triphosphate (PI(3,4,5)P3) and cardiolipin (CL), as
well as similar weaker affinity  for
phosphatidylserine (PS), rGRA2 showed specific
reactivity to phosphatidyl-inositol (4,5)
biphosphate (PI1(4,5)P,) (Fig. 2E).



Together, these results led to conclude that 1) the
amphipatic a-helices of rGRA2 recognize
membranous PI(4,5)P,, 2) rGRA2 is capable of
association via hydrophobic interactions, with the
membranes of 50 or 100 nm @ SUVs formed from
complex lipids, without modification of its a-helical
fold and 3) it deforms these vesicles into short
membranous tubes.

Membrane association of rGRA2 and
membrane deformation are facilitated by
rGRA6. Within the parasitophorous vacuole, lack
of GRA6 forbids both the elongation and the
persistence of the membranous nanotubes
initiated by GRA2 (Mercier et al.,, 2002). To
explore the role of rGRA6 in the tubulation
process, the recombinant protein was first
incubated for 30 min, in a lipids:protein ratio of
50:1 (MW:MW), with HelLa SUVs extruded at
various diameters, and further examined by TEM.
Whatever the SUVs’' diameter, while control
liposomes were homogenously dispersed on the
grids (suppl. Fig. 1C), the SUVs which had been
incubated with rGRAG6 appeared aggregated (Fig.
3A). These results suggested that firstly, rGRAG6
might act on membranes by tethering them and
secondly, that unlike rGRA2, rGRA6 does not
favor any particular liposome diameter. Incubation
of rGRA6 on lipid strips identified negatively
charged lipids as potential lipid partners of
rGRAG6.. P.A. and CL were indeed revealed with
the rabbit anti-GRA6, and CL, PI(4)P, PI(4,5)P2
and Pl (3,4,5)P3 with the rabbit serum directed
against the GRA6 Cterminal region (Fig. 3B).
Since the GRA2:GRA6 ratio in the vacuole
remains unknown, various ratios of rGRA2:rGRA6
(MW:MW) were then co-incubated with 100 nm &
HelLa SUVs, but respecting the lipids:total proteins
of 50:1 (MW:MW). While both the rGRA2:rGRA6
ratios 1:1 and 25:1 (MW:MW) resulted in
aggregated or coalescent SUVs, only the ratio
10:1 (MW:MW) led to abundant tubular
deformations (membranous tubules up to 200 nm
in length and 15 - 25 nm in diameter) irradiating
from the SUVs (Fig. 3C). When the incubation
product of both rGRA2 and rGRA6 with 100 nm &
HeLa SUVs (lipids:rGRA2:rGRA6: 25:0.9:0.1
(MW:MW:MW)) was loaded into a step sucrose
gradient, the amount of rGRA2 which floated up to
the 5-20% sucrose fractions (approx 40% of the
rGRA2 total signal) increased, as compared to
rGRA2 incubated alone with HeLa SUVs approx
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20% of the rGRAZ2 total signal) (Fig. 3D). Similar
results were obtained with the ratio 25:0.96:0.04
(MW:MW:MW) (data not shown). In contrast, the
co-incubation of both recombinant proteins with
HelLa SUVs did not affect the proportion of rGRA6
which associated with membranes vesicles
(approx 10% of the rGRA6 total signal), as
compared with rGRA6 incubated alone with the
vesicles (approx 10% of the rGRAG6 total signal)
(Fig. 3D). Together, these results showed that
rGRA6 increases the efficacy of rGRA2 to
associate with membranes formed from complex
lipids and to deform them into elongated
membranous nanotubes.

Discussion

One of the major structural features of the
Toxoplasma parasitophorous vacuole is the
presence of a membranous nanotubular network
(MNN) that connects the parasites together and to
the vacuolar membrane (Sibley et al., 1995;
Magno et al.,, 2005). The function of this
membranous prominent structure within the PV
remains currently unknown. To our knowledge,
purification of fully developed MNN, independently
from the vacuolar membrane or from cellular
membranes, has never been achieved. Proteomic
and lipidomic data on this intriguing structure are
thus currently missing. Dense granule proteins of
the GRA family (for a review: Mercier et al., 2010)
and rhoptry proteins en route to the vacuolar
membrane (Reese and Boothroyd, 2010) are, so
far, the only proteins that were described as being
associated with the MNN. We had previously
demonstrated indirectly, i.e. by the deletion of the
corresponding unique genes from the Toxoplasma
genome, that both the dense granule proteins
GRA2 and GRAG are necessary to assemble the
MNN (Mercier et al., 2002; Travier et al., 2008). In
the present study, we demonstrated that
elongated membranous nanotubes (15-20 nm in
diameter and up to 200 nm in length) can be
generated in vitro when both recombinant GRA2
and GRAG6, expressed in bacteria, are co-
incubated with SUVs made from complex lipids
and of 50 or 100 nm in diameter. These results
thus demonstrate that GRA2 and GRA6 are
sufficient to induce membrane deformation and to
generate membranous nanotubes which resemble
those of the vacuolar MNN.



Purification of recombinant membrane proteins is
always tricky and that of both rGRA2 and rGRA6
was no less difficult. After having tested several
plasmid vectors, we achieved the purification of
both these proteins from E. coli, using the pUET1
vector (Dabrowski and Kur, 1999), which allows
solubilization of the recombinant proteins by N-
terminal fusion with a peptide derived from a
pancreatic ribonuclease. The folding of each
recombinant protein, as observed by CD (fig. 1C),
was in agreement with that predicted from the
Garnier secondary structure prediction program
(Garnier et al., 1996). Since the ribonuclease
peptide, the Hisx6 tags and the linkers are rather
short as compared to the length of the expressed
GRA sequences, the secondary structure
predicted for each recombinant protein was also
close to that predicted for the corresponding
native proteins (table 1).

Despite the use of protease inhibitors along all the
purification steps, several degradation products
were observed for rGRA6 (apparent MW on SDS-
PAGE: 43 kDa), with two major ones migrating at
36 and 26 kDa, respectively. The fact that rtGRAG6
was only partially folded with a a-helical pattern,
the rest of the protein remaining in random coll
(fig 1C), could explain this particular sensitivity to
proteases. Given that on immunoblots, the rGRAG6
degradation products were only revealed by
antibodies specific to GRA6 and not by those
specific to the Hisx6 tags (fig. 1B), one can
legitimately assume that the degradation takes
place from each extremity of the recombinant
protein. The major degradation products of 36 and
26 kDa would thus correspond to the trimming of
154 and 63 aa, respectively.

A major limitation encountered during our study
was the spontaneous aggregation of the
expressed recombinant proteins upon freezing.
We have previously shown that the spontaneous
formation of GRA protein aggregates is a natural
feature of the GRA proteins within the parasite
and likely contributes to the formation of the
dense granule storage organelles (Braun et al.,
2008; Gendrin et al., 2008; Cesbron-Delauw et al.,
2008). Yet, a fraction of soluble GRA proteins,
including soluble GRA2 and soluble GRASG, is
always recovered from the parasite dense
granules (Sibley et al.,, 1995; Mercier et al.,
1998a; Lecordier et al., 1999, Labruyere et al.,
1999, Adjogble et al.,, 2004). The recombinant
protein aggregates might thus only reflect the
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natural behavior of the
Nevertheless, to overcome the aggregation
problem, the recombinant proteins were
systematically spun at 10,000 x g upon thawing
and the experiments performed on the
supernatants, once their content in soluble
proteins had been quantified.

Most of the proteins which sense membrane
curvature through AAH typically contain only one
AAH, usually located in the N-terminal region.
GRA2 is particular in the sense that it was
described as containing potentially either 3 AAHs
(@aa 70 to 92, 95 to 110 and 119 to 139,
respectively) or alternatively, one long in-plane
AAH1+2 (aa 70 to 112) followed by the AAH
corresponding to aa 119 to 139 in its central
region (Travier et al., 2008). These AAHs, which
fit the Eisenberg criteria of hydrophobicity
(Eisenberg et al., 1982), were re-analyzed using
the recently released Heliquest program
(http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/). Using these new
criteria defined by Drin and Antonny (Drin and
Antonny, 2010), the GRA2 AAHs (Fig. 4 and
table 2) were also predicted to be able to remodel
membranes. The positioning of lysine residues at
the AAH polar/apolar interfaces (Fig.4) would
conveniently induce a snorkel effect. The long
hydrocarbonated chains of lysine amino acids
would indeed insert into the lipid acyl chains, thus
favoring binding of the AAHs to membranes
(Monné et al., 1998).

Most of the AAHs described in the literature are
basic and unfolded in ionic buffer (Gallop et al.,
2006). This does not seem to be entirely the case
for the AAHs of GRA2 since CD revealed an
alpha-helical pattern for rGRA2 in solution in 20
mM MOPS, pH 7 - 500 mM NaCl (Fig. 1C).
However, the GRA2 AAHs display positive net
charges (+3, +3 and +4, respectively) (table 2)
that are adapted to membranes enriched in
negatively charged lipids. One such potential lipid
partner could be the PI(4,5) P,, as suggested by
fat blot analyses (Fig. 2E). Our results also
suggested that rGRA2, like many proteins that
sense curved membranes or deform them,
recognizes steep positive membrane curvatures,
i.e. vesicles of 50-100 nm in diameter (Fig. 2D).
The membranous tubules induced by rGRA2
alone were found to be rare and short (most of
them were in the range of ~100 nm in length for a
diameter of ~20-40 nm) (Fig. 2D). However, the
addition of rGRA6 1) did increase the occurrence

GRA  proteins.




of membranous tubules and 2) resulted in longer
and thinner tubules (mean length: 200 nm; mean
diameter: 15-25 nm) (Fig. 3A). These results are
in favor of a cooperation between GRA2 and
GRAG, possibly by a direct interaction between
both proteins, to deform membranes and led us to
propose the model presented on Fig. 5. While
GRAZ2 would interact with the membranes of steep
positive curvature by the mean of its AAHs
recognizing PIl(4,5)P,, both the N-terminal
hydrophilic- and the hydrophobic domains of
GRA6 (GRA2:GRA6 ratio of 10:1 (MW:MW))
would interact with the negatively charged lipids of
these membranes (our results and Gendrin et al.,
2010), GRA2 contributing to the initial curvature
and GRAG6 aggregating the membranes. Our
studies showed that rGRA2 forms high molecular
weight multimers (Fig. 1E, left panel, white
arrows) . However, although these particles were
sometimes observed in association with vesicles
(data not shown ), we currently do not know
which one of the forms of rGRAZ2, i.e. the dimers
or the larger oligomers, are active to deform
membranes. Hence, our results do not allow
choosing between both the possibilities (a) and (b)
presented on Fig. 5. rGRA2 could indeed
organize itself as multimers inserted in the outer
leaflet of membranes (a). Alternatively, upon
contact with membranes, the rGRA2 multimers
could organize themselves into proteinous tubules
which would recruit vesicles (b). Whatever the
scenario, the formation of membranous tubules is
improved by the presence of rGRA6. This
cooperation comforts the assumption previously
made from the phenotypic analysis of the TIgra2-
gra6 double KO which showed complete
disappearance of the MNN, even at its initial stage
of formation (Mercier et al., 2002). However, the
fact that GRAG failed to be abundantly co-purified
with GRA2-HA-FLAG from the membranes of fully
developed MNN (Braun et al., 2008), suggests
that the GRA2-GRA6 cooperation would not
require direct protein-protein interaction within the
membranes of the mature MNN.

Although the diameter of the membranous tubules
observed within the Toxoplasma PV has been
estimated to 40-50 nm, it remains difficult to
estimate their length due to their convolutions.
They could reach up to 500 nm in length (Magno
et al., 2005). The tubules we observed with
rGRA2, rGRA6 and liposomes prepared from
lipids extracted from Hela cells, reached a
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maximum length of several hundreds of nm and a
mean diameter of ~ 15-25 nm. The difference
between the tubules obtained in vitro and the
structural characteristics of the vacuolar MNN
might be due in part to the lipids used to form the
SUVs. Because it belongs to the Apicomplexa
phylum characterized by the presence of a non
photosynthetic (apico)plast (Fichera and Roos,
1997), Toxoplasma does indeed synthesize plant-
like lipids (Bisanz et al., 2006; Botté et al., 2008).
Whether these lipids are recruited to the PV is
currently unknown but if so, they might influence
the MNN shape. One can also not exclude that
other proteins would be recruited to the
membranous tubules initiated by the cooperation
of GRA2 and GRAG6 in order to shape them
further. Amongst these potential partners, one
could count on GRA12, which, like GRA2 and
GRAG, traffic to the posterior end of the parasite
shortly after its secretion into the PV (Michelin et
al., 2009). The recent construction of a
Toxoplasma  mutant strain  deficient in
nonhomologous end joining (i.e. knocked-out in
the KUB8O protein) (Fox et al., 2009; Huynh et al.,
2009) should allow to isolate a broad collection of
defective parasite strains in order to study the
function of proteins whose function remains
currently unknown. The phenotypic analysis of
such mutants might thus allow the identification of
additional important proteins required for shaping
of the MNN.

Material and Methods

Cell culture. The Hela cells (ATCC CCL-2) used
to extract the glycerophospholipids used in this
study, were maintained in Dubelcco’s modified
minimal essential medium (DMEM) supplemented
with 1 mM glutamine, 10% fetal bovine serum, 50
U/mL penicillin and 50 pg/mL streptomycin.

Antibodies. The recombinant proteins were
detected using either the mouse monoclonal
antibody (mAb) TG 17-179 to GRA2 (Charif et al.,
1990; Cesbron-Delauw et al., 1992), a rabbit
serum directed against the full length recombinant
GRAZ2 protein, a rabbit serum directed against the
full length recombinant GRA6 protein (both sera
were gifts from L.D. Sibley, Washington University
School of Medicine, Saint-Louis, MO; Labruyére
et al., 1999), a rabbit serum directed against the
GRAG6 C terminal hydrophilic region (aa 220 to



230) expressed in fusion with the Gutathione-S-
Transferase from Schistosoma japonicum (serum
produced by the Eurogentec company) or the Ab-
1 mAb anti-Hisx6 (Oncogene; gift from M.A.
Hakimi, CNRS UMR5163 — Université Joseph
Fourier, Grenoble).

Lipids. Lipids were extracted from batches of 10 x
150 cm? confluent flasks of HelLa cells, according
to Bligh and Dyer (1959). Quantification of
glycerolipids was performed after methanolysis,
as previously described in Botté et al. (2008). The
amount of fatty acids was used to calculate the
initial glycerophospholipid content and therefore,
the lipids:protein(s) ratios (MW:MW) used in the
binding assays. Quantified lipids were dried under
argon and frozen at -20<C until being used.

Formation of Small Unilamellar Vesicles.  Small
Unilamellar Vesicles (SUVs) were formed using
complex lipids extracted from HelLa cells and
solubilized in chloroform. Lipid films were
rehydrated overnight, at room temperature, in 10
mM HEPES, pH 7.4 - 150 mM NacCl. Unilamellar
vesicles were produced either by sonication for 10
min, at 4C, using a Vibra-Cell 75041 (Bioblocks
Scientific), with its probe set up at 20% of power
(9 sec on, 9 sec off), or by extrusion using a lipid
extruder (Avanti) equipped with 250 yL Hamilton
syringes and polycarbonate membranes (pores of
50, 100 or 200 nm in diameter; Avanti), according
to the manufacturer’s instructions.

Construction of expression vectors. All the
vectors constructed for this study allow the
expression of sequences derived from the
Toxoplasma type | RH strain (ATCC-50174).

The construction of the pUET-GRA2 (21-185)
(RH) plasmid, which allows the expression of the
aa 21 to 185 of GRA2 (recombinant GRAZ2
(rGRAZ2)), in N-terminal fusion with a S-tag (this
peptide, derived from a pancreatic ribonuclease,
increases the solubility of the recombinant protein
of interest) and flanked by two Hisx6 tags in N-
terminus and in C-terminus, respectively, was
described previously in Golkar et al. (2007).

As a control of soluble GRA2 protein, the
sequence corresponding to the N-terminal
hydrophilic region of GRA2 (aa 22 to 69) in fusion
with the hydrophilic C-terminal region (aa 134 to
185), was amplified from the pSK/cGRA2 (NT-
CT)-HA9/HXGPRT (Travier et al, 2008) and
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further cloned into the pUET1 vector (DNA-
Gdansk Il s.c., Gdansk, Poland) opened by both
Ncol and EcoRI (cloning performed by the
Proteogenix company, Oberhausbergen, France).
The resulting construct, confirmed by sequencing,
was named pUET-GRA2 (NT-CT) (RH) and led to
the production of the rGRA2 (NT-CT) protein.

The sequence coding for the aa 40 to 230 from
GRA6 was amplified from the plasmid
pUC18.G1.Pstl, which contains the genomic
sequence of gra6 (Lecordier et al., 1995), cloned
into the pUET1 vector opened by both Bglll-Not1
and confirmed by sequencing, leading to the
plasmid pUET-GRA6 (43-230) (RH) (cloning
performed by the Proteogenix company) and to
the recombinant GRAG protein (rGRAS).

Purification of recombinant proteins. The
pPUET constructs were transformed into the
Overexpress C41(DE3) Escherichia coli strain
(Lucigen  Corporation, Middleton, WI) and
expression was induced for 4 hours, at 33T, in
Terrific Broth  (Sambrook et al, 2001)
supplemented with 50 pg/ml Ampicillin and 1 mM
Iso-Propyl-Thio-Galactoside. Following
centrifugation of the bacteria, the pellets were
dispersed in 20 mM MOPS supplemented with a
cocktail of protease inhibitors without EDTA
(Roche) and bacteria were lyzed mechanically
using a French Pressure Cell Press (Bioritech).
Following a 20 min centrifugation at 100,000 x g,
4 <C, each supernatant was incubated for 2 h, at 4
T, under gentle agitation, with Ni-NTA Agarose
(Qiagen) pre-équilibrated in MOPS 20 MM pH 7. 5
— protease inhibitors. After a first wash of the resin
with 20 ml of 20 mM MOPS pH 7.5 - 5 mM
imidazole and a second wash with 20 ml of 20
mM MOPS pH 7.5 - 60 mM Imidazole, the bound
proteins were eluted with 500 mM imidazole, pH
7. Imidazole was eliminated by size exclusion
chromatography on a Sephadex G-25M columns
(GE Healthcare) equilibrated with 20 ml of 20 mM
MOPS pH 7.5. The eluted fractions were
concentrated using a 10 kDa Centriprep
(Millipore); protein concentrations were
determined using a Bio-Rad Protein Assay Kit
(Bio-Rad) and aliquoted proteins were frozen at -
80T wuntil being used. Upon thawing, the
recombinant proteins were centrifuged for 15 min,
at 4C and at 10,000 x g to eliminate potential
aggregates. The content in soluble proteins



present in the supernatants was determined prior
any further experiment.

Determination of the molecular weight of
rGRA2 by size exclusion chromatography. An
aliquot of 100 pL of rGRA2 at 8 mM in 20 mM
MOPS pH 7 was loaded on a Sephacryl 500 (GE
Healthcare) size exclusion chromatography
column equilibrated in [10 mM Hepes pH 7,4 - 150
mM NaCl] and calibrated with monomeric soluble
proteins (BSA (67 kDa), glucose oxydase (160
kDa) and beta-galactosidase (500 kDa). The
column was run with a flow rate of 1 ml/min and
absorbance of the eluted fractions was read at
280 nm.

Prediction of proteins secondary structure.
The secondary structure of the recombinant
proteins was predicted using the GOR secondary

structure prediction method (http://npsa-
pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=npsa_gor4.html;
Garnier et al,, 1996) available at the Expert
Protein Analysis System proteomics server
(ExPASYy server) (http://kr.expasy.org/).

Circular dichroism. Spectra of circular dichroism
(CD) were recorded at 20T, from soluble
recombinant proteins diluted at 15 pM in [20 mM
MOPS, pH 7 - 500 mM NacCl - protease inhibitors]
(rGRA2 and rGRA2 (NT-CT)) or in [0.02 M NaPO,
pH 7.4 — protease inhibitors] (rGRA6) or from
rGRA2 bound to membranes, using a
spectropolarimeter J — 810 (Jasco) coupled to a
temperature-regulating device and 0.1 cm-optical
path spectroscopy cuvettes. The CD spectra were
recorded between 250 and 200 nm. The
presented spectra are the mean of 4 independent
accumulations from which the buffer spectrum
was subtracted.

Dynamic  Light Scattering (DLS). The
homogeneity and the diameter of the sonicated
HelLa SUVs was analyzed by DLS, at 35C, using
a DawnEos Enhanced Optical system (Wyatt
Technology) coupled to the Sephacryl 500 size
exclusion chromatography column equilibrated in
[10 mM Hepes pH 7,4 - 150 mM NacCl] and with a
flow rate of 1 ml/min. A Rl 2000 detector
(Schambeck SFD) coupled to the optical system
allowed to measure the refraction index. DLS data

165

were analyzed using the « Light Scattering for the
Masses » software (Astra).

Fifteen pg of the recombinant proteins diluted in
50 pl of [10 mM Hepes pH7,4 - 150 mM NacCl]
were analyzed at 25C, on a « Zetasizer
dedicated to proteins » (Malvern Instruments).

Protein-Lipid overlay assays. Nitrocellulose
membranes onto which several types of lipids
(100 pmol/spot) had been immobilized (Lipid
Membrane Strips, Echelon Biosciences), were
blocked for 1 hour with 3% fatty acid-free bovine
serum albumin (FAF-BSA, fraction V, Sigma) in
TBS-T (50 mM pH7.5, 150 mM NacCl, 0.1% Tween
20) and incubated overnight, at 4C, with 0.1
Og/ml of rtGRA2, of rGRA2 (NT-CT) or of rGRA6
diluted in TBS-T-3% FAF-BSA. Following 6
washes in TBS-T, the proteins bound to lipids
were revealed by 1 h incubation with the anti-
GRA2 mAb (1/10,000), the rabbit serum anti-
GRA6 (1/10,000) or the rabbit serum anti-GST-
GRAG6 Cterm (1/250). Following 6 washes in TBS-
T, secondary antibodies coupled to peroxidase
(1/20,000), (Jackson Immuno Research) and
diluted in TBS-T was added for 1 h. After 12
washes in TBS-T, the bound proteins were
revealed by chemiluminescence (SuperSignalTM
Chemiluminiscent Substrate, Pearce) followed by
exposure to an autoradiography film (Hyperfilm
ECL, Amersham).

Liposome binding assays. SUVs formed by
sonication in 10 mM HEPES, pH 7.4 -150 mM
NaCl from 116 pg of lipids were incubated with
rGRA2 (different ratios were used, see legend of
figures for details) for 30 min, at room
temperature, under gentle agitation, in a final
volume of 70 pl.

To analyze the behavior of the recombinant
proteins incubated with membranes by flotation in
a discontinuous sucrose gradient, 6 pug of each
recombinant protein were incubated for 30 min, at
room temperature, with SUVs formed from 160 pg
of lipids, in a final volume of 160 ul of 10 mM
HEPES, pH 7.4- 150 mM NacCl. Sixty-five pl of the
binding assay were mixed with 65 pl of 80%
sucrose and loaded at the bottom of a 0,65 mL
open tube (Beckmann). The mix was overlaid step
by step, with 5 concentrations of sucrose (30% to
0%) to form a step sucrose gradient 40%-0%
(bottom to top). Following a centrifugation for 13 h
at 4C, 100,000 x g, using a TLA45 rotor



(Backmann) and a TL100 ultracentrifuge
(Beckmann), fractions were collected from the top
of the gradient and analyzed by immunoblot with
specific antibodies against GRA2 or GRA6 and by
dot blot with iodine.

To analyze the type of interaction established
between rGRA2 and the membranes, following a
standard binding assay, the membrane fraction
(high speed pellet, HSP) was separated from the
ultrasoluble fraction (high speed supernatant,
HSS) by centrifugation for 1 h at 100, 000 x g on a
Ultracentrifuge Beckmann Optima Max
(Beckmann) and the HSP was treated for 30 min,
at 4C, with various denaturing agents (500 mM
KCI, 100 mM sodium carbonate pH 11. 6 M urea,
1% Nonidet P-40 (NP-40)) or with 50 mM Tris pH
8 as a control. Following a second ultrcentrifgation
of 1 h at 100, 000 x g, 4 <, proteins were
precipitated by 15% trichloracetic acid and
analyzed by immunoblot with anti-GRA2 mAb.

Dot blots and immunoblots.  Following flotation
in sucrose gradients, 2 uL of each gradient
fraction were spotted onto a nitrocellulose
membrane and the phospholipids’ unsaturated
fatty acids were revealed by fumigation with iodine
(Sigma).

Proteins were separated on 13% SDS-PAGE and
transferred to nitrocellulose. Membranes were
blocked for 1 h with saturation solution (PBS
containing 5% powder milk, 5% goat serum,
0.05% Tween-20 and 0.05% Triton-X114),
incubated for 1 h with the appropriate primary
antibody diluted in saturation solution. After
incubation with  peroxidase-conjugated goat
secondary antibodies (Jackson Immunoresearch
Laboratories), proteins were visualized by
chemiluminescence using the Supersignal ECL
system (Pierce Chemical).

Transmission Electron Microscopy (TEM). 2-3
pL of each sample were adsorbed on the clean
side of a carbon film which had been pre-
evaporated on a mica sheet. The carbon film was
detached from the mica by floating it in a well
containing the negative stain solution. The carbon
film was then picked up on a 400 mesh copper
grid and air dried before observation with a JEOL
1200 EX Il operating at 120 kV. All samples were
imaged with 2% (w/v) uranyl acetate stain (pH
4.5), with the exception of purified rGRA6 for
which 2% sodium silicotungstate (pH 7.0) was
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used. Images were recorded on a 2.7k by 2.7k
Gatan ORIUS CCD camera at nominal
maghnification of x10,000 or x40,000.
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Legends to figures

Figure 1: Characterization of the recombinant
GRA proteins. (A) Schematic representation of
the recombinant GRA proteins produced in
Escherichia coli from pUET constructs, in
comparison to that of both native GRA2 and
GRAG6. The vertically stripped boxes indicate the
signal peptide (SP) predicted for GRA2 and
GRAG; the black boxes, the amphipatic [lhelices
of GRA2 (al, a2, a3) and the putative
hydrophobic [1-helical transmembrane domain
(TMD) of GRAG6; the left-handed diagonally
stripped boxes, the N-terminal hydrophilic domain
of GRA2 and of GRA6 (NT); the right-handed
diagonally stripped boxes, the C-terminal
hydrophilic domain of GRA2 and of GRA6 (CT);
the dotted boxes, the pancreatic ribonuclease-
derived segment (RP) and the stars, the HisX6
tags. The white boxes L indicate the linkers.
Numbers refer to the number of amino acids (aa)
in the proteins. (B) SDS-PAGE analysis of the
recombinant proteins rGRA2, rGRA2 (NT-CT),
and rGRA6, as detected by Coomassie (first
panel) or immuno-revealed using anti-HisX6 mAb
(second panel); anti-GRA2 mAb (third panel), or
rabbit serum anti-GRAG6 (4th panel). Two pg of
each recombinant protein were loaded per lane.
Anti-GRA2 mAb: 1/20,000; anti-HisX6 mAb:
1/1,000; rabbit serum anti-GRA6: 1/10,000;
secondary antibodies: 1/20,000. (C) Circular
dichroism spectra of rGRA2, rtGRA2 (NT-CT) and
of rGRAG6 registered between 200 and 250 nm.
The arrows indicate both the 208 and 223 nm
minima of the rGRA2 spectrum; the arrowhead,
the 224 nm minimum of the rGRA6 spectrum. (D)
Dynamic light scattering analysis of soluble
rGRA2, rGRA2 (NT-CT) and of rGRA6 using a
Zetasizer (left panel). Dynamic light scattering
analysis of soluble rGRA2 using the Woyatt
apparatus coupled to a Sephacryl 500 size
exclusion chromatography calibrated with bovine
serum albumin (67 kDa), glucose oxydase (160
kDa) and tetrameric [J-galactosidase (500 kDa)
(right panel). (E) Transmission electron
microscopy analysis of rGRA2, rGRA2 (NT-CT)
and of rGRAG, at the concentrations of 2 mg/mL,
0.1 mg/mL and 0.05 mg/mL respectively in 10 mM
HEPES, pH 7.4-150 mM NacCl. White arrowheads
and arrows indicate the rGRA2 small and larger
oligomers, respectively.
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Figure 2: rGRA2 stably associates with the
membranes of 100 nm & HelLa SUVs and
deforms them into short membranous tubules.

(A) Analysis of the incubation product of rGRA2
and of rGRA2 (NT-CT) with HeLa SUVs extruded
at 100 nm by flotation in a 0-40% sucrose step
gradient. Six pug of each protein were incubated
for 30 min with 150 pg of HelLa SUVs
(lipids:protein (25:1) (MW:MW)). Twenty-five pyL of
each fraction were analyzed by immunoblot
probed with the rabbit serum specific of GRA2
(upper and lower panels). Five pL of each fraction
were spotted onto nitrocellulose and saturated
phospholipids were revealed by fumigation with
iodine (central panel). (B) Circular dichroisim
spectrum of 33 pg of rGRA2 incubated for 30 min
with 64 ug (lipids:protein: 2:1 (MW:MW)) of HelLa
SUVs extruded at 100 nm, as compared to the
spectrum obtained from 33 pg of rGRA2 mock-
incubated. (C) One hundred sixty-six ng of rtGRA2
were incubated for 30 min with SUVs sonicated
from 15 pg of Hela lipids (lipids:protein 90:1
(MW:MW)) and centrifuged for 1 h at 100,000 g,
4. The high speed pellet was treated with
several agents destabilizing membrane proteins
(0.5 M KCI, 0.1 M Carbonate pH11, 6 M urea or
1% NP-40) or with 50 mM Tris pH 8 as control,
and centrifuged again. Fractions of each pellet (P)
and of each supernatant (S) were compared to
100 pL of the first high speed supernatant (HSS).
Fractions were analyzed by immunoblot using the
anti-GRA2 mAb. (D) Transmission electron
microscopy analysis of the incubations of rGRA2
(upper panels), or of rGRA2 (NT-CT) (central
panels) incubated with HeLa SUVs extruded at
100 nm (lipids:protein 50:1 (MW:MW)), compared
to the rGRA2 10% sucrose fraction from (A)
(lower panels). (E) Lipid affinity analysis of rtGRA2
by lipid-protein overlay. Both rGRA2 and rGRA2
(NT-CT) were incubated on lipid strips and further
probed with the anti-GRA2 mAb. TG, triglyceride;
DAG, diacylglycerol; PA, phosphatidic acid; PS,

phosphatidylserine; PE,
phosphatidylethanolamine; PC,
phosphatidylcholine; PG, phosphatidylglycerol;

CL, cardiolipin; PI, phosphatidyl-inositol; PI(4)P,

phosphatidylinositol 4 phosphate; PI(4,5)P,,
phosphatidylinositol (4,5) di-phosphate;
PI(3,4,5)P;, phosphatidylinositol  (3,4,5)  tri-

phosphate; chol, cholesterol; SM, sphingomyelin;
SGC, 3 sulfogalactosylceramide.



Figure 3: rGRA6 improves association of
rGRA2 to HelLa SUVs and membrane
tubulation. (A) Transmission electron microscopy
analysis of the incubation of rGRA6 with Hela
SUVs extruded at various diameters, as indicated
above the images (lipids:protein 50:1 (MW:MW)).
(B) Lipid affinity analysis of rGRA6 by lipid-protein
overlay. rGRA6 was incubated on lipid strips and
further probed with the rabbit serum anti-GRA6
(left panel) or the rabbit serum anti-GST GRA6
Cterm (right panel). Abbreviations of the lipids
spotted on the membranes are provided in the
legend of Fig. 2E. (C) Transmission electron
microscopy analysis of the co-incubation of
rGRA2 - rGRA6 (various ratios, as indicated
above each photo) with HeLa SUVs extruded at
100 nm (lipids:protein 50:1 (MW:MW)). (D)
Analysis of the co-incubation product of both
rGRA2 and rGRA6 (rGRA2rGRA6 10:1
(MW:MW)) with HeLa SUVs extruded at 100 nm
by flotation in a 0-40% sucrose step gradient. Six
pg of each protein were incubated with 150 pg of
HeLa SUVs (lipids:protein (25:1) (MW:MW)).
Twenty-five pL of each fraction were analyzed by
immunoblot probed with rabbit serum specific of
GRA2 or rabbit serum specific of GRA6 (upper
panels). For comparison, rGRA2 and rGRA6
incubated alone with HeLa SUVs extruded at 100
nm (lipids:protein  (25:1) (MW:MW)) were
analyzed by the same kind of flotation in sucrose
step gradients (central panels). Five pL of each
fraction were spotted onto nitrocellulose and
saturated phospholipids were revealed by
fumigation with iodine (lower panel).

Figure 4. Schematic representation of the
GRA2 AAHs, as predicted by the Heliquest
program (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/). Color
codes: yellow, hydrophobic; purple, serine and
threonine; blue, basic; red, acidic; pink,
asparagine and glutamine; grey, alanine and
glycine; light blue, histidine. The arrow in each
helical wheel corresponds to the hydrophobic
moment.
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Figure 5. Possible models of interaction of
both rGRA2 and rGRA6 with HeLa SUVs.

Supplementary figure 1: HeLa SUVs analysis
(A) Dynamic light scattering analysis of HelLa
SUVs extruded at 100 nm, using a Zetasizer. (B)
Dynamic light scattering analysis of sonicated
HelLa SUVs. SUVs were formed by sonication of
22 pg of lipids extracted from HelLa cells. The
SUVs were loaded onto the Sephacryl 500 size
exclusion chromatography column equilibrated at
1 mbL/min in [10 mM Hepes - 150 mM NaCl, pH
7.4] and calibrated with Ribonuclease (Rb, 13.7
kDa); Ovalbumin (Ova, 43 kDa); Bovine Serum
Albumin (BSA, 67 kDa). The void volume (18 mL:)
is indicated by Vo (upper panel). The Sephacryl
500 column was coupled to the Wyatt apparatus
for detection of the dynamic light scattering (lower
panel). (C) Transmission Electron Microscopy
analysis of the HeLa SUVs extruded at 50, 100 or
200 nm.

Supplementary figure 2: Determination of the
lipid:protein ratio required for satisfactory
membrane association of rGRA2. (A) A fixed
guantity of SUVs sonicated from Hela lipids (116
pHg) were incubated for 30 min with varying
guantities of rGRA2. After a 1 h ultracentrifugation
at 100,000 g, each pellet (P) and each
supernatant (S) were analyzed by immunoblot
with the anti-GRA2 mAb. (B) Six ug of each of the
recombinant proteins rGRA2, rGRA2 (NT-CT) and
of rGRA6 were mock-incubated for 30 min in a
total volume of 65 pL and further spun for 1 h at
100,000 g. Equal quantities from the pellets (P)
and the supernatants (S) were analyzed by
immunoblot using the anti-GRA2 mAb or the
rabbit serum anti-GRA6. (C) Transmission
electron microscopy analysis of the incubations of
various quantities of rGRA2 with a fixed quantity
of HeLa SUVs extruded at 100 nm (ratios 10:1,
25:1, 50:1 and 100:1 (MW:MW)). White arrow
heads indicate the rGRA2 larger oligomers (cf.
Fig. 1E, left panel, white arrows).



Table 1: Comparison of the secondary structures predicted for rtGRA2, rGRA2 (NT-CT) and rGRAG to those

predicted for endogenous GRA2 and GRA6

Protein number of aa % of a helix* % of extended strand® % of random coil®
GRA2 185 29.73 9.73 60.54
GRAG6 230 18,26 18.26 63.48
rGRA2 239 33.89 7.53 58.58
fGRA2 (NT-CT)172 22.67 8.14 69.19
rGRAG6 298 26.51 15.77 57.72

a: using the GOR secondary structure prediction method version IV (Garnier et al., 1996).
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Table 2: Comparison of the hydrophobicity criteria of the GRA2 AAHS, as defined by Eisenberg et al. (1982)

(A) and by Drin and Antonny (2010) (B).

AAH Number of aa Net charge Peak hydrophobic moment Mean hydrophobicity
z <MH>max <H> (kcal/mol)
A B A B A B
AAH1 23 +3 +3 0.67 0.458 -0.22 0.237
AAH2 16 +3 +3 0.41 0.271 -0.29 -0.053
AAH3 21 +4 +4 0.45 0.201 -0.02 0.125
AAH1+2 43 +6 +6 0.57 0.380 -0.20 0.177
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DISCUSSION, CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce chapitre final a pour objectifs, de dresser le bilan des résultats obtenus au travers des trois
volets expérimentaux et d'essayer d’apporter des éléments de réponse aux questions posées
lorsque j'ai commencé ce travail. Dans le cadre global du projet de recherche qui vise a
comprendre le mécanisme de la mise en place de la VP et du RNM en particulier, les questions
qui étaient posées étaient :
- comment les protéines GRA sont-elles capables d’exister dans la PV, a la fois sous un état
soluble et membranaire, alors qu’elles contiennent dans leur séquence en aa, des domaines

d’interaction avec les membranes ?

- quelle est, dans la VP, la spécificité de l'adressage des protéines GRA aux membranes du
RNM ?

- quelle est la contribution de GRA2 et GRA6 dans la biogenése des membranes du RNM ?

Les problématiques soulevées vont étre reprises et commentées a la lumiére des résultats

obtenus. Ce chapitre présentera également les perspectives de développement de ce travail.

1) Caractérisation des protéines GRA associées au RNM et
solubilisation de ces protéines dans la PV avant association
membranaire

Dans le cadre de la caractérisation des protéines GRA associées au RNM, j'ai participé au cours
de ma thése, a la caractérisation d’'une nouvelle protéine, GRA12, sécrétée a partir des GD et
associée aux membranes du RNM (article N°1). Des expériences dimmunofluorescence
indirecte et de microscopie électronique aprés immunomarquage ont montré que dans le
parasite, GRA12 est localisée dans les GD. Aprés sécrétion dans la VP, son trafic est identique
a celui de GRA2 : elle est retrouvée au podle postérieur du parasite, la ou le RNM commence a

se mettre en place. Puis, dans les vacuoles matures, GRA12 est localisée dans l'espace
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vacuolaire et associée aux membranes du RNM. Pour ma part, j'ai réalisé des expériences de
fractionnement de cellules infectées, suivies de traitements solubilisant la protéine a partir des
membranes afin de déterminer la nature des interactions de GRA12 avec les membranes du
RNM. J’ai montré que GRA12 est solubilisée par les détergents et qu’elle se comporte donc
comme une protéine intégrale de membrane, ce qui est en accord avec sa structure secondaire
prédite. Afin de rechercher d’éventuelles interactions entre GRA12 et GRA2, j'ai recherché la
présence de GRA12 dans les fractions de purification de la protéine GRA2-HA-FLAG (purifiée a
partir d’'une lignée parasitaire disponible au laboratoire), a partir d’extraits parasitaires solubles
ou d’extraits vacuolaires. GRA12 est co-purifiée avec GRA2-HA-FLAG a partir des extraits
parasitaires solubles et a partir de la fraction soluble des extraits vacuolaires mais elle ne I'est
pas a partir des extraits de membranes vacuolaires. GRA12 interagit donc avec GRA2 dans le
parasite et dans l'espace vacuolaire mais elle n’interagit pas avec GRA2 dans les membranes
du RNM (Figure 68). Il est intéressant de noter a ce niveau, que GRA12 se comporte donc
comme GRA1, GRA3 et dans une moindre mesure, GRA6 et GRA9 qui voient leurs interactions
avec GRA2, abolies ou fortement diminuées suite a l'association de la protéine avec les
membranes du RNM (Braun et al., 2008).

Dans le cadre de I'étude des protéines GRA associées au RNM, la premiere question a laquelle
je me suis intéressée était d’essayer de comprendre comment les protéines GRA, qui
présentent des domaines d‘association membranaire dans leurs séquences en aa, sont
capables d’exister dans le compartiment vacuolaire sous forme soluble, avant de s’associer a
leur membrane vacuolaire cible. Afin de répondre a cette question, nous avons procédé a
I’étude de I'état de compaction des protéines GRA, avant et aprés sécrétion. Les résultats de la
comparaison des profils de centrifugation isopycnique sur gradient de densité de glycérol,
avant et aprés sécrétion (fraction soluble des GD versus fraction soluble de la VP), ont montré
que les protéines GRA ont un profil de solubilisation variable au cours de leur trafic (Figure
63). A part la protéine GRA1 qui est totalement soluble avant et aprés sécrétion et dont le
profil de centrifugation ne varie pas, les autres protéines GRA analysées se caractérisent par
une diminution de leur densité isopycnique aprés sécrétion. Cette diminution de densité est
plus marquée pour GRA3 et GRA7 (protéines destinées a la MVP). Ces résultats nous ont
amené a supposer l'existence de deux types de complexes de protéines GRA : un premier
complexe regrouperait toutes les protéines analysées dans ces expériences ; un deuxiéme
complexe regrouperait GRA3 et GRA7 dans des assemblages plus compacts. Ces résultats nous
indiquent également que les protéines GRA, aprés sécrétion et avant insertion dans leur
membrane cible de la VP, passent par des états de compaction intermédiaires. Le cas de la
protéine GRA2 est considéré a part car les formes solubles de cette protéine présentent une
densité isopycnique moins variable et relativement faible, avant et aprés sécrétion dans la VP.
Ce résultat pourrait indiquer que GRA2 serait disponible a tout moment de son trafic, sous une

forme peu compacte (probablement en petits assemblages) (Figure 68).
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Bien que cette méthode ne nous donne accés qu’a la densité (relative) et non a la taille des
structures séparées, les données obtenues peuvent tout de méme étre traduites en termes de
multimérisation car I'augmentation de densité est généralement considérée comme liée a la
multimérisation des protéines. Il est donc probable que les protéines GRA forment de gros
complexes néanmoins solubles, avant leur sécrétion dans la VP et que ces complexes se
dissocient partiellement aprés sécrétion dans la VP. Les résultats du laboraoire ont par ailleurs
montré que les protéines GRA forment des complexes de haut poids moléculaires dans le
parasite et qu’elles continuent d’interagir entre elles apres sécrétion, dans la fraction soluble
de la VP (P. Ruffiot, thése UJF, 2007 ; L. Travier, thése UJF, 2007 ; Braun et al., 2008). Mes
résultats confortent ces données. En effet, ils montrent que certaines protéines GRA, telles que
GRA2 et GRAG6 d'une part ou GRA3 et GRA7 d’autre part, sont susceptibles d'étre en interaction
puisqu’elles se répartissent dans une méme zone d'un gradient de densité. Toutefois, ces

résultats ne permettaient pas de déterminer comment se forment les complexes.

Afin d’aller plus loin dans la caractérisation des complexes solubles de protéines GRA, nous
avons cherché a déterminer quelle est la nature biochimique des interactions permettant de
solubiliser ces protéines pour la plupart, membranaires. La diminution de densité isopycnique
des complexes de protéines GRA depuis les GD jusqu'a la fraction soluble de la PV, nous a
amené a supposer l’'existence d’un changement de conformation progressif de ces protéines en
méme temps qu’une décompaction, depuis leur sécrétion a partir des GD, jusqu’a leur
membrane vacuolaire cible. Cette décompaction progressive et ce changement de
conformation pourraient faire intervenir des éléments d’une autre nature biochimique que les
protéines, notamment des lipides, micelles ou vésicules lipidiques. Ces éléments pourraient se
trouver dans l’'espace vacuolaire au moment de la sécrétion des protéines GRA et pourraient
permettre de les solubiliser et de faciliter leur insertion dans les membranes vacuolaires. Cette
hypothése a été testée par l'application de traitements dénaturants aux protéines GRA
sécrétées in vitro. Nous avons observé qu’a I'exception de la protéine GRA4, les protéines du
RNM (GRA2 et GRAG6) ainsi que celles de la MVP (GRA3 et GRA7) sont solubilisées uniquement
par un détergent (Figure 65). Les protéines semblent donc interagir via des interactions
majoritairement hydrophobes avec peut étre des éléments lipidiques, au sein des complexes
solubles et de compaction intermédiaire formés dans l'espace vacuolaire. Les éléments
constituant ces structures de solubilisation des protéines GRA dans |'espace de la VP ainsi que
le mode d’association des protéines a ces structures, sont pour le moment totalement
inconnus. Néanmoins, afin d’explorer la piste « lipides », nous avons comparé les profils de
sécrétion in vitro des protéines GRA, en présence de milieu complet induisant la sécrétion
(c'est-a-dire contenant des lipides) versus sans lipides. Les résultats (Figure 66) ont montré
que contrairement aux protéines GRA1, 2, et 4, les protéines GRA3, 5, 6 et 7 contenant un
TMD, ne sont plus détectées dans la fraction ultrasoluble des produits de sécrétion parasitaire
en absence de lipides. Elles sont néanmoins toujours détectées dans le culot

d’ultracentrifugation, ce qui indique qu’elles sont toujours sécrétées. Il est donc possible que
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des lipides contribuent a solubiliser les complexes de protéines GRA contenant un TMD aprés
leur sécrétion dans la VP. L'hypothése d’une association des protéines GRA a des structures
lipidiques, trop petites pour étre détectées en microscopie électronique, ne peut pas étre
exclue. Ces structures pourraient correspondre a des microvésicules lipidiques ou a des petites
micelles, en partie solubles a 100 000 x g. Chez les mammiféeres, |'existence de ce type de
vésicules a déja été rapportée : les corps multivésiculaires présents dans les lymphocytes B et
les cellules dendritiques contiennent en effet des exosomes, petites vésicules lipidiques riches
en molécules du CMH 1I et qui peuvent étre exocytées pour permettre la reconnaissance de
motifs antigéniques par les lymphocytes T. Si la présence de ces exosomes dans la VP est
confirmée, il faudra rechercher s’ils correspondent aux « beads on a string » observés dans le
cytoplasme de la cellule h6éte au moment de la sécrétion des rhoptries. Ces structures
pourraient en effet étre en partie, internalisées dans la VP (Ravindran and Boothroyd, 2008).
De plus, dans la littérature, trés peu de données existent concernant le trafic, sous forme
soluble, de protéines possédant des segments hydrophobes. C’est une problématique qui
concerne une minorité de protéines, pour la plupart impliquées dans le transport de lipides
(apolipoprotéines, protéines de transport de phospholipides,...) (Segrest et al., 2000 ; Voelker,
2005). Un ro6le des protéines GRA dans le transport de lipides au sein de la VP n’est pas a

exclure...

Afin d’approfondir I'étude des formes de solubilisation des protéines GRA dans la fraction
soluble de la VP, une piste possible est de reconstituer leurs interactions en solution, in vitro, a
partir de protéines recombinantes. Le vecteur pUET1 (Dabrowski and Kur, 1999) s’est révélé
permettre |'expression puis la purification des protéines GRA méme les plus hydrophobes,
telles que GRAG6 (article N°3). Si les protéines GRA peuvent étre marquées par un
fluorophore, leurs caractéristiques individuelles de diffusion pourraient étre étudiées par
spectroscopie a fluorescence (FCS : Fluorescence Correlation Spectoscopy) (Yu et al., 2005 ;
Gilbert et al., 2006). L'ajout progressif d'autres protéines GRA sous forme recombinante
permettrait de déterminer leurs capacités d’interactions par le suivi des variations de leur
mobilité. Ces mesures pourraient étre couplées a une étude par dichroisme circulaire afin de
détecter d’éventuels changements de conformation des protéines mises en présence. Enfin,
I’étude des parametres d’affinité de ces protéines entre elles par résonance plasmonique de
surface (SPR : Surface Plasmon Resonance) peut également étre envisagée. En paralléle,
I”analyse des interactions entres les protéines GRA en solution par la technique de calorimétrie
isothermale (ITC : Isothermal Titration Calorimetry) (Liang, 2008), permettant de mesurer la
chaleur libérée lors d’une réaction entre deux ou plusieurs protéines, pourrait aider a définir les
parametres des interactions établies entre les protéines. Cette technique présente |'avantage
d’utiliser des protéines en solution, sans avoir recours a des modifications chimiques (Ababou
et al., 2007 ; Garidel et al., 2009).

L'inconvénient des expériences proposées ci-dessus est qu’elles seraient réalisées sur des

protéines recombinantes produites en bactéries. Pour valider les résultats dans le parasite, il
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conviendrait de réaliser un suivi en FCS des protéines GRA libérées dans la VP, juste aprés
invasion. Pour cela, il faudrait disposer de parasites exprimant les protéines d‘intérét en fusion
avec une protéine fluorescente (GFP, RFP, YFP, ...). L'analyse des variations de la mobilité des
protéines pourrait permettre de déterminer le processus de dissociation des protéines GRA
sortant des granules denses. Cette approche n’‘a jusqu’ici, pas pu étre mise en ceuvre car le
trafic des protéines GRA-XFP exprimées de fagon stable chez T. gondii, est altéré (L. Travier,
These UJF, 2007). Le fait que la GFP par exemple ait un poids moléculaire équivalent a celui
des protéines GRA n’est peut étre pas étranger a ce probleme. Le développement de nouveaux
marqueurs fluorescents moins volumineux tels que la FIAsH-tetracystéine (Hoffmann et al.,

2005 ; Frischknecht et al., 2006), pourrait peut étre permettre de résoudre ce probleme.

2) Adressage des protéines GRA au RNM : réle de(s) domaine(s)
protéique(s) particulier(s)

La deuxieme question abordée lors de ma these, était de rechercher si les protéines GRA
adressées au RNM, contiennent un ou plusieurs domaines requis pour cet adressage
spécifique. Cette problématique avait été abordée par C. Gendrin au laboratoire, avant que je
ne commence mes travaux de thése. Au cours de ses travaux de thése, C. Gendrin avait
essayé de disséquer les déterminants moléculaires qui permettent le trafic des protéines GRA
contenant un TMD vers les GD, puis apres sécrétion, vers les membranes de la VP. Grace a
I'utilisation de protéines chimériques dérivées de la protéine GRA5, modele de la MVP, elle
avait démontré l'importance des domaines N terminal et transmembranaire de la protéine pour
son adressage aux GD puis a la MVP (Gendrin et al., 2008). Dans le travail réalisé en
collaboration avec C. Gendrin (article N°2), nous nous sommes concentrées sur les
parameétres d’adressage de GRA6 au RNM. Le but était de rechercher si GRA6 se comporte de
la méme fagon que GRAS et si son domaine N terminal est essentiel au ciblage de la protéine
dans les GD et vers les membranes du RNM. Nous avons montré qu’effectivement, le domaine
N terminal de GRA6 est indispensable a la fois pour l'adressage de la protéine vers les GD et
vers les membranes du RNM, aprés sécrétion. A partir de ces données, nous avons supposeé
que le domaine N terminal de GRA6 pourrait permettre l'initiation de |'association de la

protéine avec les membranes, en interagissant avec les lipides membranaires.

Il est admis que les mécanismes de ciblage d’une protéine dépendent de plusieurs parametres,
dont la nature de la bicouche lipidique et les protéines en interaction avec la protéine d’intérét.
La reconnaissance de lipides spécifiques par une protéine est un événement clé pour son
association aux membranes. Pour les protéines GRA, il a été montré par exemple que GRA7,
ciblée a la MVP, lie spécifiquement une famille particuliére de lipides, les phosphoinositides.
Cependant, in vitro, elle peut s’associer aux membranes ne contenant que de la PC (Coppens

et al., 2006). Il est donc possible que linteraction spécifique de GRA7 avec les
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phosphoinositides n’intervienne que tardivement afin de réguler les fonctions de cette protéine.
L'interaction avec les phosphoinositides pourrait par exemple, permettre d’induire un
changement de conformation, comme cela a été décrit pour une protéine adaptateur de
clathrine (Collins et al., 2002 ; Balla, 2005). Bien que la composition lipidique des membranes
de la MVP et du RNM ne soit pas connue, leur épaisseur différente (Magno et al., 2005a) peut
permettre de supposer une composition différente en lipides. Ma contribution au projet de
these de C. Gendrin a consisté a rechercher par des tests de superposition protéines/lipides, si
le domaine N terminal de GRA6 pouvait réagir avec des lipides membranaires. J'ai montré
qu’en effet, il présente une affinité vis-a-vis de phospholipides chargés négativement,
notamment du PI(4)P, du PI(3, 4, 5)Ps, du PA, du CL et du SGC. Ce résultat a conforté notre
hypothése de départ et laisse supposer que le domaine N terminal de GRA6 pourrait interagir
avec les membranes, via une interaction préalable avec des lipides chargés négativement.
Néanmoins, il est évident que ces tests de superposition protéines/lipides ne sont pas
suffisants. Il faudrait maintenant valider cette interaction en solution, en utilisant des
liposomes de composition lipidique définie et des fragments recombinants de la protéine. Une
fois le(s) /les lipide(s) identifié(s), les parameétres d’affinité du domaine N terminal de GRA6

vis-a-vis de tel ou tel lipide pourraient étre déterminés par SPR.

Il a été décrit pour de nombreuses protéines, que le recrutement a la membrane peut se faire
au niveau de rafts lipidiques généralement riches en cholestérol, en sphingomyéline et
contenant des phosphoinositides. Ces domaines sont assimilés a la fraction des membranes
résistant aux détergents a froid (DRM) (Simons and Gerl, 2010). Une des questions a laquelle
j'ai essayé de répondre au cours de ma thése, a été de savoir si dans leurs membranes
vacuolaires cibles, les protéines GRA sont associées aux rafts. Comme la purification de
membranes vacuolaires est actuellement impossible, j'ai procédé a des fractionnements
cellulaires a partir de cellules HFF infectées pendant 24 h, par le toxoplasme. Les DRM ont été
obtenus apres traitement au Triton X-100, a 4°C, de la fraction membranaire (contenant les
membranes vacuolaires) des cellules infectées, suivis d'une séparation sur gradient discontinu
de sucrose. J'ai recherché par immunoblot, une éventuelle co-localisation des protéines GRA
avec la flotilline-1, marqueur des DRM. Les résultats de ces expériences ont montré
gu’effectivement, les protéines de la MVP (GRA3, 5 et 7) ainsi que les protéines GRA4 et
GRA12 du RNM se retrouvent dans les mémes fractions que la flotilline-1 alors que GRA9 reste
dans le fond du gradient. Malheureusement, les protéines GRA2 et GRA6 n‘ont pas pu étre
détectées, faute de matériel suffisant (résultats non présentés). A I’heure actuelle, par manque
d’une vision globale sur I'ensemble des protéines GRA, il est donc impossible d’établir un
quelconque lien entre une localisation de protéines GRA aux DRM vacuolaires et un
recrutement spécifique de ces protéines vers tel ou tel type de membrane vacuolaire. Sachant
que le type de détergent utilisé pour I'extraction des DRM est déterminant pour l'efficacité de
I'extraction des protéines associées aux rafts, il conviendrait par exemple de répéter

I'expérience en utilisant le CHAPSO, plus efficace que le Triton X-100 (Williamson et al., 2010).
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Ces expériences devraient également étre complétées par des études en immunofluorescence
et en microscopie électronique aprés immunomarquage afin de confirmer ou non la co-

localisation des protéines GRA avec la flotilline-1 dans les membranes de la VP.

Le tropisme des protéines GRA pour les différents systemes membranaires présents dans la VP
pourrait également dépendre en partie, de signaux portés par ces protéines. Diverses
modifications post-traductionnelles pourraient constituer ces signaux. Parmi les protéines GRA,
seules GRA1 et les protéines associées au RNM GRA2, 4, 6, 9 et GRA12 sont prédites pour
contenir des sites de sumoylation (http://sumosp.biocuckoo.org/online.php). Cette
modification qui peut réguler le trafic de certaines protéines, pourrait étre la signature des
protéines destinées a s’associer au RNM. L'étude du role de cette modification post-
traductionnelle pourrait étre abordée par la construction de parasites mutants ponctuels sur les

lysines cibles de la modification puis I'analyse de leur phénotype.

3) Implication des protéines GRA2 et GRAG6 dans la formation du
RNM

Des travaux antérieurs avaient mis en évidence, par une approche indirecte, I'implication des
protéines GRA2 et GRA6 dans la formation du RNM, GRA2 en en initiant la formation et GRAS,
en stabilisant dans le temps, les structures tubulaires initiées par GRA2 via ses AAH (Mercier et
al.,, 2002 ; Travier et al., 2008). Une partie de mon travail de thése visait a disséquer
I'implication directe de ces deux protéines dans la formation du RNM. Aprés avoir purifié et
caractérisé par DC, DLS et microscopie électronique, les protéines recombinantes rGRA2 et
rGRA6, celles-ci ont été utilisées dans des tests de liaison a des membranes modeéles (LUV)
formées de lipides complexes. J'ai montré que rGRA2 semble s'associer préférentiellement aux
membranes dont le rayon de courbure est important (diameétre de 50-100 nm) et qu’elle les
déforme en courts tubules membranaires. Par contre, |'utilisation de rGRA6 dans les mémes
tests n'a pas révélé une sensibilité de la protéine a un rayon de courbure membranaire
particulier. Les observations en microscope électronique a transmission ont montré que rGRA6
ne déforme pas les liposomes mais qu’elle semble favoriser leur assemblage. Enfin, en
réalisant des co-incubations de rGRA2 et de rGRA6 avec des LUVs de 100 nm de diamétre, j'ai
montré que l'efficacité d’association de rGRA2 aux membranes ainsi que la formation de

tubules membranaires sont accentuées en présence de rGRA6.

Les protéines recombinantes utilisées dans mes expériences ayant été produites en bactéries,
leurs modifications post-traductionnelles sont limitées. Or GRA2 et GRA6 ont par exemple été
décrites comme étant O-glycosylees dans le parasite (Zinecker et al., 1998 ; Travier et al.,
résultats non publiés du laboratoire). Ce manque de modifications post-traductionnelles des

protéines recombinantes pourrait influer indirectement sur le processus de déformation des
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liposomes in vitro, en altérant la structure tri-dimensionnelle des protéines. L'expression des
protéines dans un systeme de cellules eucaryotes pourrait peut étre résoudre le probleme.

La connaissance de la structure tridimensionnelle des protéines GRA2 et GRA6 pourrait
apporter des informations intéressantes sur leurs interactions avec les membranes. En
collaboration avec W. Weissenhorn (UVHCI, CNRS UMI 3265-Université Joseph Fourier
Grenoble 1-EMBL), nous avons essayé d’augmenter le rendement de production de rGRA2 en
vue de sa cristallisation. Nous n‘avons malheureusement pas atteint un rendement suffisant
pour envisager des essais de cristallisation. Cette étude devrait néanmoins étre poursuivie car
connaitre la structure des protéines est un défi majeur pour les protéines membranaires et en
particulier, pour celles qui contiennent des AAH (Drin and Antonny, 2010). Méme si elle reste
difficile a obtenir, la structure tri-dimensionnelle de rGRA6 devrait pouvoir étre obtenue dans
un avenir proche (collaboration du laboratoire avec le consortium américain Center for

Structural Genomics of Infectious Diseases (http://www.csgid.org/csgid/).

Une des caractéristiques majeures de la protéine rGRA2 produite a partir du vecteur pUET1 en
bactéries, est qu’elle se présente sous forme de deux types d’agrégats solubles (article N°3).
Nous n’avons pas étudié si la formation de ces agrégats résulte d’un artéfact lié au systéme de
production ou est lié a une propriété intrinséque de la protéine. Des expériences de
calorimétrie différentielle pourraient peut étre permettre de répondre a cette question (Adrover
et al., 2010).

Le comparaison de l'affinite de rGRA2 et de rGRA2 (NT-CT) (rGRA2 dépourvue de ses AAH)
aux lipides dans des expériences de fat blots, a permis de sugérer que les AAH de GRA2
reconnaitraient le PI(4,5)P,. Afin de déterminer les parametres d’affinité de rGRA2 vis-a-vis du
PI1(4,5)P,, des expériences de SPR ont été tentées, en utilisant deux types de supports (Chip)
pour l'immobiliation des LUV : une Chip HPA permettant la fixation de monocouches de lipides
et une Chip L1, permettant de garder les liposomes sous leur forme vésiculaire. Les LUV
étaient formées soit de PC/PE/PI(4,5)P, (6/3/1) ou de PC/PE (6/4) (ratios molaires). Plusieurs
conditions ont été testées, en faisant varier la concentration en lipides ou en protéine.
Malheureusement, la fixation non spécifique de rGRA2, méme en absence de liposomes, ne
nous a pas permis de conclure quant a la spécificité de I'affinité de rGRA2 vis-a-vis de
PI(4,5)P,, C’est donc en incubant rGRA2 avec des liposomes de composition lipidique définie,
et contenant ou non PI(4,5)P, , que nous avons validé l'interaction biochimique de GRA2 avec
ce lipide (Figure 67). Il faudrait néanmoins valider par microscopie électronique a
transmission, le fait que rGRA2 déforme des liposomes formés uniquement de PC/PE/ PI1(4,5)P,
en tubules membranaires puis dans un second temps, valider la co-localisation de la protéine
et du lipide par un immunomarquage. Afin de valider linteraction de GRA2 vis-a-vis du
PI(4,5)P,, nous avons également cherché a mettre en évidence l'interaction possible entre la
protéine et le lipide dans la PV. Nous avons utilisé des fibroblastes infectés d’une nuit par T.

gondii, puis les avons immunomarqués a l'‘aide d’un anticorps commercial, supposé étre
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monoclonal et dirigé contre PI(4,5)P,. L'observation de ces cellules en microscopie confocale a
permis de détecter un signal PI(4,5)P, a la MVP alors que le sighal de GRA2 (révélée a l'aide
d’un anticorps spécifique produit chez le lapin) est détecté dans l’'espace intravacuolaire, la ou
se trouve le RNM qui demeure non visible en microscopie photonique. Il est possible que la
différence de stockiométrie entre PI(4,5)P, et GRA2, largement en faveur de GRA2, nuise
fortement a la détection de PI(4,5)P, au niveau du RNM. Des expériences de dot blots faisant
varier la quantité de rGRA2 incubée sur une membrane de nitrocellulose sur laquelle avait été
déposée une quantité fixe de PI(4,5)P,, vont en effet dans ce sens. Néanmoins, lorsque nous
avons vérifié la spécificité de I'anticorps monoclonal anti- PI(4,5)P, par des expériences de fat
blots, nous avons été surpris de constater que l'anticorps reconnaissait majoritairement le
PI(3,4)P, et seulement minoritairement le PI(4,5)P,. Ne pouvant pas conclure directement
quant a une interaction de GRA2 avec PI(4,5)P, dans la VP, du fait de I'impossibilité de co-
localiser les deux molécules par immunofluorescence, l'alternative serait de faire exprimer de
fagon stable par le parasite, un vecteur d’expression d’une sonde fluorescente spécifique du
PI(4,5)P,, comme par exemple le domaine PH (pleckstrin homology) en fusion avec une
protéine fluorescente (Halet et al., 2005). Le domaine PH est en effet connu pour lier
fortement le PI(4,5)P, (Lemmon, 2008). Cette perspective semble réalisable dans notre
modele puisque une approche similaire a été récemment utilisée pour localiser PI(3)P dans les
parasites Plasmodium et Toxoplasma (Tawk et al., 2010). Cette approche permettrait par
exemple, de suivre en temps réel et par vidéomicroscopie, la dynamique du PI(4,5)P, dans les

membranes vacuolaires et son éventuelle association a GRA2.

Afin de compléter I’étude que j'ai réalisée, il conviendrait d’étudier la topologie de rGRA2 et de
rGRA6 dans les membranes. Plusieurs stratégies peuvent étre envisagées. L'une d’entre elles,
que j'ai rapidement testée lors de ma thése, consiste a utiliser une sonde fluorescente, le 1-
aniline-8-naphthalene sulfonate (ANS). Cette molécule a la particularité d’interagir avec les
régions hydrophobes exposées des protéines. Elle permet donc d’appréhender les
changements confomationnels liés a |'association d’une protéine aux membranes. Les quelques
essais que nous avons réalisés montrent que suite a l'incubation de rGRA2 avec les SUV
formés de lipides complexes, I'intensité de fluorescence de I’ANS augmente par rapport a celle
obtenue avec rGRA2 soluble. Ces résultats suggérent donc qu’au moment ou la protéine
s’appréte a s’associer aux membranes, ses régions hydrophobes se retrouvent exposées et
qu’elles sont rendues accessibles a I’ANS. Par ce type d’approche, il est possible, en faisant
varier la concentration en ANS, de quantifier I’état majoritaire, c'est-a-dire la forme soluble ou
associée aux membranes, de la protéine. L'étude de la topologie de GRA2 dans les membranes
pourrait étre également complétée par une étude de l'accessibilité des aa de GRA2 associée
aux membranes du RNM, aprés action d’une protéase (trypsine), suite a la perméabilisation

sélective des membranes de la cellule héte et de la MVP (Papakrivos et al., 2005).
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Pour des raisons de simplicité de mise en ceuvre, nous avons choisi d’utiliser un systeme de
LUV pour étudier l'interaction de GRA2 et GRA6 avec les membranes. Les résultats obtenus
jusqu'a présent, sont encourageants puisque les tubules observés (longueur maximale de 200
nm et diamétre de 15-20 nm) ressemblent a ceux observés dans la VP par leur aspect et leurs
formes courbées. Néanmoins, les conditions optimales de tubulation ne sont pas encore
obtenues puisque le diameéetre moyen des tubules membranaires du RNM est de 40-50 nm
(Magno et al., 2005a). La longueur de ces tubules dans la VP est difficile a estimer du fait de
leur forme courbée. Différents parametres devront encore étre testés pour optimiser le
systeme in vitro, parmi lesquels la température. Bien que la température a laquelle ont été
réalisées les expériences (25°C environ) permette la fluidité des membranes et limite la
dégradation des protéines recombinantes, elle ne correspond pas a la température a laquelle
les protéines agissent dans I'héte infecté. Le toxoplasme infectant tous les animaux a sang
chaud, il est probable que la température de la VP soit en effet, comprise entre 35 et 40°C.
Afin de vérifier si ce paramétre influe sur la qualité des tubules membranaires formés, des
incubations protéines/lipides devront étre réalisées dans des incubateurs réglés a des
températures supérieures. De plus, les tests d'association des protéines rGRA aux LUV que j'ai
réalisés ont tous été menés a pH 7. Bien que le pH de la VP soit certainement proche de celui-
ci, nous ne le connaissons pas avec certitude. Il faudra donc tester cette condition, en
effectuant des tests d'association de rGRA2 + rGRA6 incubées avec des LUVs de 100 nm de
diamétre, dans un tampon équilibré a différents pH (6,8 ; 7 ; 7,2 et 7,4).

Une des approches techniques cruciales dans notre travail a été de visualiser en microscopie
éléctronique a transmission, 'effet de rGRA2 et de rGRAG6 sur les LUV. Or, lorsque I'on utilise la
microscopie électronique a transmission aprés une coloration négative qui sert a contraster les
liposomes, I'échantillon peut étre dégradé en partie, notamment lors de I'étape de séchage.
Les liposomes étant trés fragiles, ils peuvent alors éclater et former des « trainées »
ressemblant a des tubules membranaires. Afin d'éviter toute erreur d'interprétation, il faudra
confirmer les observations a I'aide d'une autre technique de microscopie électronique telle que
la cryo-microscopie. Cette technique évite en effet, la déshydratation et permet d'observer
I'échantillon tel qu'il se présente en milieu liquide.

Parce que la courbure des membranes n’est jusqu’ici, pas quantifiable in vivo, les interactions
entre les protéines et les membranes courbées s’étudient in vitro. Or, la plupart des études
sont menées, comme nous l'avons fait, en utilisant des populations de liposomes de diamétres
différents. Cette approche permet certes, de définir les caractéristiques moyennes de liaison
d’une protéine aux membranes, a partir d’'un ensemble polydisperse de courbures mais malgré
I'extrudation, les diameétres des liposomes obtenus ne sont pas parfaitement homogénes.
L'utilisation de populations de LUV, par nature, ne permet donc pas de prendre en compte que
des motifs senseurs de courbure peuvent se lier de fagon asynchrone ou de fagon inhomogéne.
Pour pallier ce probléeme, il faudrait pouvoir utiliser un systéme de mesure de courbure
membranaire sur liposome individuel immobilisé (Single Liposome Curvature assay) (Bhatia et
al., 2010).
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Une approche technologique complémentaire a celle que j'ai employée serait I'utilisation de
GUV et de protéines marquées par un fluorochrome (ex : FITC,...). Ce systéeme d’'étude des
interactions protéines-membranes avait commencé a étre développé au laboratoire par P.
Ruffiot (P. Ruffiot, Thése UJF, 2007), alors méme que nous ne disposions pas encore des
protéines recombinantes. Les résultats de cette étude avaient montré que suite a l'incubation
des GUV formées de lipides complexes (lipides de cellules HelLa) avec la fraction soluble de
protéines GRA sécrétées in vitro, puis observation par immunofluorescence indirecte grace aux
anticorps spécifiques des protéines GRA (Figure 67),

- (1) les protéines GRA2, 6 et 7 se concentrent dans des micro-environnements de la

membrane des GUV isolées. Ces micro-environnements pourraient étre de composition

lipidique particuliere et constituer des zones favorisant des déformations ;

- (2) les protéines GRA2, 3 et 7 se concentrent dans les zones d’attachement entre les

GUV ;

- (3) les protéines GRA2 et GRA7 s’associent a de longues extensions membranaires

partant des GUV.
Cette étude devrait étre poursuivie, a la lumiére des résultats apportés par mes expériences et
en utilisant des protéines marquées par un fluorophore (ou en fusion avec une protéine
fluorescente). Cette approche permettrait par exemple, d’étudier la dynamique des

déformations membranaires induites par GRA2 et GRA®G.

195



DISCUSSION, CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

GUVs isolées GUVs isolées

GUVs jointives

Fils membranaires Fils membranaires

GRA2] GRA7|

Figure 67. Observation par immunofluorescence indirecte de I'association des protéines GRA2 et GRA6
du RNM (1) et des protéines GRA3 et GRA7 de la membrane de MVP (2) a des vésicules lipidiques
géantes (GUV), isolées, jointives ou aux fils membranaires issus de ces GUV. Alors que GRA3 est
caractérisée par une répartition diffuse a la surface des GUVs isolées, GRA2, GRA6 et GRA7 forment un marquage
piqueté. Contrairement a GRA3 qui est associée a toute la surface des GUVs, GRA2 et GRA7 sont majoritairement
détectées au niveau des zones de contact entre GUVs. Enfin, GRA2 et GRA7 (mais ni GRA3, ni GRA6) s’associent
également a un réseau dense de fils membranaires présents sur le fond de la chambre d’incubation : la répartition
de GRA2 y est diffuse, comparée a celle en points réguliers (fleches blanches) de GRA7. Echelle : 25 um. D’aprés
(P. Ruffiot, thése UJF, 2007).

Les résultats obtenus lors de ma thése pourraient indiquer intuitivement que GRA2 et GRA6
interviendraient a des moments différents au cours du processus de tubulation membranaire :
dans un premier temps, GRA6 aiderait au rapprochement spatial des vésicules lipidiques, peut
étre en formant des complexes intermoléculaires en trans (Ban et al., 2010), et a la formation
d'agrégats de liposomes, puis GRA2 interviendrait dans un second temps, pour la fusion de ces
liposomes en tubules membranaires (article N°3). Ces résultats n’étaient pas forcément
attendus puisque l'analyse des mutants de délétion de GRA2 et GRA6 laissaient plutot
supposer une antériorité de l'action de GRA2 sur celle de GRA6 (Mercier et al., 2002). Il
semble donc important de rechercher dans quel ordre les deux protéines interviennent, en
remplagant la co-incubation des deux protéines avec les liposomes par des incubations
successives des LUVs avec rGRA6 puis avec rGRA2 (et inversement). Afin de déterminer l'ordre

de recrutement des deux protéines, il est également envisageable de réaliser des co-
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immunoprécipitations de GRA2/GRA6 seules, en solution, ou en présence de liposomes.
Différentes conditions devront ainsi étre testées : (1) (GRA2 + liposomes) + GRA6 ; (2) (GRA6
+ liposomes) + GRA2 ou encore (3) (GRA6+ GRA2) + liposomes. Enfin, il faudra tester si
GRA2 est capable d’induire la fusion de liposomes en utilisant une sonde fluorescente, par
exemple, l'octadecyl rhodamine B chloride (Keller et al., 1977 ; Weinstein et al., 1977)
incorporée aux liposomes.

Si mes travaux confortent le fait que GRA6 contribue a la formation du RNM, il n'est pas exclus
que d'autres protéines de la VP soient également importantes pour fagonner le réseau. Dix
souches parasitaires délétées chacune d'un géne GRA sont maintenant construites (mutants
KO GRA2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 12, 14) dans le fond génétique RH (type I). L'observation en
microscopie électronique a transmission de la VP de ces souches mutées est en cours et mettra
peut étre en évidence d’autres protéines importantes pour la formation du RNM (travail
effectué en collaboration entre D. Bzik, Dartmouth Medical School, Lebanon, NH ; J.F.
Dubremetz, UMR CNRS 5539 - Université Montpellier 2 et C. Mercier).

Bilan des travaux présentés dans ce manuscrit

Au terme de ce travail, dans le cadre global de I'étude du RNM de la VP de T. gondii et des
protéines GRA associées, les données apportées peuvent étre résumées en trois points
majeurs :

1/ une fois secrétées a partir des GD, les protéines GRA trafiqueraient dans la VP sous forme
de complexes solubles, en interagissant vraisemblablement avec des lipides, afin de maintenir
leur solubilité jusqu'a leur arrivée aux membranes vacuolaires cibles (RNM ou MVP) ;

2/ le domaine N terminal de GRA6 constitue un élément clé pour la spécificité d’adressage de
la protéine vers les membranes du RNM : il semble initier I'interaction de la protéine avec les
membranes, en interagissant avec des lipides membranaires chargés négativement ;

3/ j’ai montré pour la premiére fois, |'effet direct de GRA2, en coopération avec GRA6, dans la
génération de tubules membranaires a partir de membranes modeles. Bien que les résultats ne
permettent pas de déterminer le mécanisme de formation de ces tubules membranaires par
GRA2 et GRA6, un modéle peut étre envisagé selon lequel rGRA6 interviendrait dans
I'agrégation des SUV, puis rGRA2 interagirait avec le PI(4,5)P, via ses AAH, et permettrait la

fusion membranaire et la déformation des LUV en tubules membranaires (Figure 68).
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(1) Les protéines GRA trafiquent sous forme soluble (en interaction avec des lipides?)
jusqu’a atteindre leurs membranes vacuolaires cibles

GRA12, nouvelle protéine de GD qui interagit avec GRA2 et qui s’associe au RNM

'Granu le dense Décompaction progressive des complexes de protéines GRA, depuis les GD
jusqu’aux membranes du RNM : interaction probable avec des lipides?

?
Micelle lipidique . ‘
® e

=" Espace vacuolaire

Domaine Nter interagit avec des lipides,
initiation de l'insertion de GRAG dans les membranes du RNM?

(2) Le domaine Nter de GRAG adresse la protéine vers le RNM

(3) In vitro : démonstration de I'effet tubulogénique direct de GRA2, en coopération avec GRAG, dar
génération de tubules membranaires

o® ) ®
o Hélices alpha- . c [ )
amphipatiques de GRA2 . -— e
— —
PI(4,5)P, <

Figure 68. Bilan des résultats des travaux de thése
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- CHAPITRE I : obtention des protéines
- CHAPITRE I1I : Obtention et analyse des lipides
- CHAPITRE 1III: Méthodes d’étude des

interactions protéines / lipides
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CHAPITRE I - obtention des protéines

Dans cette section, je ne développerai que les outils que j'ai utilisés dans mes travaux.
Les protéines, les souches parasitaires ainsi que les techniques utilisées dans le cadre
des travaux collaboratifs présentés dans ce manuscrit, sont détaillés dans le matériel et

méthodes des publications correspondantes.

I-1) Obtention des souches parasitaires exprimant les
protéines GRA

1) Récapitulatif des souches parasitaires utilisées
Au cours de ces travaux, j'ai utilisé la souche sauvage RH (type I) ainsi que des souches

mutantes, délétées de certains génes codant pour des protéines GRA, ou exprimant des

protéines GRA mutées. Ces souches sont répertoriées dans le Tableau 1.

Souche de parasite Protéine GRA Protéine GRA

. - . Sources et/ou Références
Toxoplasma gondii exprimée annulée

Agra2- AHXGPRT (RH) = Travier et al., 2008

Agra5 - AHXGPRT (RH) - GRA5 Mercier et al., 2001

Tableau 1 : Liste des souches de Toxoplasmes utilis  ées
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2) Maintien des souches parasitaires en culture

Les parasites ont été amplifiés par infection de cellules humaines adhérentes confluentes
HFF (Human Foreskin Fibroblasts, ATCC-CRL 1634) ou Hela (cellules d’adénocarcinome
du col de l'utérus, ATCC-CCL2), maintenues en culture jusqu’a lyse compléte du tapis
cellulaire (soit 48 h aprés infection). Les cellules infectées ou non par les parasites ont
été cultivées a 37°C, sous 5 % de CO,, en milieu D10 [Dulbecco Minimum Essential
Medium, (DMEM, Gibco) additionné de 10 % de Sérum de Veau Feetal (SVF) (Bio West),
2 mM de Glutamine (Euromedex), 50 U/ml de Pénicilline et de 50 yg/ul de Streptomycine
(Dutscher)].

I-2) Obtention des protéines GRA a partir du parasite

1) Obtention des protéines GRA a partir de parasites
extracellulaires

L'équivalent d’une boite de culture de 180 cm? de parasites ayant fraichement lysé le
tapis de cellules HFF (soit environ 18 ml de milieu de culture) a été centrifugé pendant
10 min, a 4°C, a 2 000 g. Le culot résultant a été dispersé dans un volume de 1 ml de
PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Invitrogen). Les parasites ont ensuite été
lysés par 3 chocs thermiques successifs dans un bain d’azote liquide suivi d’'un passage
dans un bain-marie a 37°C. Les débris (organites parasitaires) ont été éliminés par une
premiére centrifugation de 10 min a 17 000 g, a 4°C, puis par une deuxiéme
centrifugation du surnageant pendant 1 h, a 100 000 g, a 4°C. Le surnageant obtenu,
appelé HSSy, pour « Toxoplasma High Speed Supernatant», correspond a la fraction

ultrasoluble des parasites et comprend donc les protéines solubles des granules denses.

2) Obtention des protéines GRA par fractionnement des
produits vacuolaires

Le comportement soluble ou membranaire des protéines GRA, apres leur sécrétion dans
la VP, a été analysé par fractionnement sub-cellulaire de cellules infectées. Les cellules
HFF de 50 boites de culture de 180 cm?, infectées par les parasites pendant 18 - 20 h,
ont été lavées en PBS afin d'éliminer les parasites extracellulaires. Les cellules ont été

décollées mécaniquement a l'aide d’un grattoir. Aprés 10 min de centrifugation, a 750 g
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et a 4°C, les cellules infectées ont été dispersées dans un volume de 2 - 3 ml de PBS puis
elles ont été cassées par passages successifs au travers d’aiguilles 23 , 25 puis 27 G.
Apres élimination des déchets parasitaires et cellulaires par 10 min de centrifugation a
750 g puis 10 min a 17 000 g, a 4°C, la fraction protéique soluble a été ultracentrifugée
pendant 1 h, a 100 000 g. Le culot, HSP,,. pour « High Speed Pellet de la vacuole »
correspond aux membranes des vacuoles et des cellules hotes alors que le surnageant
HSS,.c (« High Speed Supernatantde la vacuole»), contient la phase protéique
ultrasoluble de la vacuole et des cellules hotes. La stabilité des protéines GRA associées
aux membranes vacuolaires a été testée par traitement de la fraction HSP,,. par 0.5 M de
KCl, 0.1 M de Carbonate de Sodium (Na,CO3) pH 11, 1 % de Nonidet P-40 (NP-40) ou 6
M d’Urée pendant 30 min, sur glace. Aprés ultracentrifugation d’'une heure a 100 000 g,
les fractions traitées par le Na,COs; ou par I'Urée ont été précipitées par 15 % d’Acide
Trichloracétique (TCA) ; les fractions traitées par le KCl ou le NP-40 ont été précipitées
par deux volumes d’Acétone. Les fractions ont ensuite été analysées par SDS-PAGE et les
protéines d’intérét ont été détectées par immunoblot. Les protéines GRA1 et SAG1 ont

servi de controles a cette expérience de fractionnement des produits vacuolaires.

3) Sécrétion in vitro des protéines granulaires

Selon le protocole développé par Darcy et al. (Darcy et al., 1988), la sécrétion des
protéines granulaires peut étre induite en milieu extracellulaire, par incubation de
parasites ayant fraichement lysé le tapis cellulaire (concentration : 1,2 x 10°%
toxoplasmes/ml) pendant 3 h, a 37°C, sous agitation rotative douce, en milieu D10.

Les parasites LSP ou « Low Speed Pellet » ont été séparés des produits de sécrétion LSS
ou « Low Speed Supernatant » par centrifugation de 12 min a 1 000 g puis 10 min a 17
000 g. Ensuite, La fraction LSS a été ultracentrifugée 1 h a 100 000 g, permettant
I'obtention d'un HSPgs pour « High Speed Pellet des produits de sécrétion » et d’'un HSSgg
pour « High Speed Supernatant des produits de sécrétion». Les fractions ont été
analysées par SDS-PAGE puis immunoblot aprés précipitation des fractions HSSgs par
deux volumes d’'acétone. Les protéines GRA1 et SAG1 ont servi de contréle a cette

expérience de sécrétion parasitaire in vitro.
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4) Purification de la protéine GRA2-HA-FLAG par affinité sur
résine FLAG a partir du parasite ou de la fraction vacuolaire

Ces expériences ont été réalisées par Laetitia Travier au cours de ses travaux de thése
(L. Travier, thése UIJF, 2007), selon le protocole suivant: 5 x 10° parasites
extracellulaires exprimant GRA2 fusionnée a la double étiquette HA-FLAG ont été lysés
dans un tampon de lyse [20 % Glycérol ; 20 mM Tris-HCI, pH 8 ; 500 mM KCl ; 1.5 mM
MgCl, ; 0.2 mM EDTA, pH 8; 0.5 mM DTT; 0.5 % NP-40 et 0.2 mM
Phenylméthylsulfonyl Fluoride (PMSF)]. L'extrait parasitaire a été centrifugé 2 h a 17 000
g et a 4°C afin d’éliminer les débris cellulaires. L'extrait protéique soluble résultant ou les
produits vacuolaires solubles ont été incubés pendant 2 h, a 4°C, sous agitation douce,
avec 120 pl de résine HA-FLAG (Sigma). La résine a été ensuite lavée avec 50 volumes
de BC500 [10 % Glycérol ; 20 mM Tris HCI pH 8 ; 500 mM KCI et 0.2 mM EDTA, pH 8].
Les protéines fixées a la résine ont été éluées deux fois par compétition, avec un volume
de peptide FLAG (Sigma) (contact de 15 min entre résine et peptide FLAG), puis trois fois
avec un volume de BC500 et enfin, deux fois avec un volume de 100 mM Glycine, pH

2.5. Enfin, les fractions éluées ont été analysées par SDS-PAGE et immunoblot.

I-3) Séparation isopycnique des protéines GRA purifiées
a partir du parasite, sur gradient linéaire de glycérol

La méthode utilisée pour étudier le comportement des protéines GRA dans les différents
compartiments parasitaires était la séparation isopycnique sur gradient linaire d'une
molécule non réactive, ici le glycérol. Par ce moyen, les protéines se répartissent en
fonction de leur densité, sur I'ensemble du gradient.

Les gradients linéaires de glycérol ont été coulés a lI'aide d’'un mélangeur, a partir des
deux solutions tamponnées (50 mM Tris, pH7.4) de glycérol qui fournissent les densités
extrémes du gradient : la premiére solution était de densité d=1.01 et la deuxiéme
solution, de densité d=1.11. Le mélangeur a été relié a une pompe péristaltique. Cette
derniére a été utilisée pour couler le gradient en partant des plus hautes densités, au
fond du tube, jusqu’aux plus faibles densités, au sommet du tube. Le gradient a ensuite
été laissé au repos, a 4°C, pendant au moins 30 min, avant utilisation.

Le produit a analyser (extrait soluble de parasites extracellulaires ou extrait soluble de
cellules infectées pendant 24 h) a été déposé a la surface du gradient et I'ensemble a été

centrifugé a 100 000 g, jusqu'a I'équilibre, soit 15 h minimum. Le gradient a ensuite été
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élué a partir du fond du tube, en une vingtaine de fractions de 500 pl, numérotées a

partir du fond (Figure 69). Les fractions éluées ont été pesées systématiquement afin de

vérifier la linéarité du gradient puis elles ont été analysées par SDS-PAGE et immunoblot.

d=1,01
b {
1
1
1
1
1
1
1
1
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Densité glycérol
(@=111......1,01)

Figure 69. Schématisation de l'analyse des protéines GRA par séparation isopycnique sur gradient
linéaire de glycérol. Le gradient de glycérol est coulé puis stabilisé pendant 30 min a 4°C. Aprés dépdt de
I’échantillon a séparer, le gradient est centrifugé a 100 000 g, pendant 17h, puis son contenu est collecté par
fractions de 500 pl. Ces fractions sont numérotées depuis le fond vers le haut du gradient et pesées pour déterminer
leur densité et vérifier la linéarité du gradient. La présence des protéines GRA dans chacune des fractions est

Dépét des extraits de
parasites
intra/extracellulaires

Centrifugation
100000 g/ 17h

ohogan

PQe8

Pesée des fractions (courbe de densité)

Densité

Fractions

analysée par immunoblot a l'aide des anticorps spécifiques.

Collecte des fractions
a partir du fond du tube

Analyse des fractions par
immuncblot

I-4) Obtention des protéines GRA exprimées en

bactéries

1) Tableau

utilisées

récapitulatif des

protéines

recombinantes

L'ensemble des protéines recombinantes utilisées dans les expériences présentées dans

ce manuscrit est répertorié dans le Tableau 2.
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Protéines GRA Bactéries utilisées pour B . moléculaire moléculaire
) S t/ou Réfé
exprimées en bactéries I'expression Plasmide utilisé tidaitpeasla || delbmeEe ources et/ou rences
protéine en SDS-PAGE
(kDa) (kDa)

e e
e e o

ceremR e

Tableau 2 : Liste des protéines recombinantes utilisées

2) Purification des protéines pUET-GRA par chromatographie
d’affinité sur colonne de nickel puis chromatographie
d’exclusion de taille

Environ 250 ml de milieu LB (milieu de Luria-Bertani : 10 g/L de Tryptone, 5 g/L d’extrait
de levure, 10 g/L de NaCl), additionné de 50 pg/ml d’Ampicilline et de 30 pg/ml de
Chloramphénicol ont été inoculés avec une préculture de nuit obtenue a partir d’'une
colonie mise en culture dans 5 ml du méme milieu. Aprés une culture a 33°C, 200 rpm,
pendant 6 - 7 h jusqu'a atteindre une Densité Optique (DOgg) de 0,4, la production des
protéines recombinantes a été induite pendant 4 h, a 33°C, par 1 mM d'Iso-Propyl-Thio-
Galactoside (IPTG). L'équivalent de 10 g du culot bactérien a été dispersé dans 25 ml de
tampon de lyse [20 mM MOPS, pH 7,5 ; 100 pl de cocktail d’inhibiteurs de protéases sans
EDTA (a partir d’'une suspension d’une pastille dans 1 ml de tampon 20 mM MOPS, pH
7,5)] puis les bactéries ont été lysées mécaniquement par deux passages a la presse de

French (French® Pressure Cell Press, Bioritech) (1 000 PSI). Le lysat a été centrifugé
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pendant 20 min, a 10 000 g, 4°C. Le culot obtenu a été dispersé dans 25 ml de tampon
de purification [20 mM MOPS, pH 7,5 ; 500 mM NaCl ; 100 pl de la solution du cocktail
d’inhibiteurs de protéases sans EDTA (a partir d'une suspension d’une pastille dans 1 ml
de tampon 20 mM MOPS, pH 7,5)] et centrifugé dans les mémes conditions. Le
surnageant S (environ 25 ml) a été mis en contact avec environ 2 - 4 ml de Ni-NTA
Agarose (Qiagen) pendant 2 h, a 4°C, sous agitation douce. La résine a été lavée par 5
mM puis 60 mM d'Imidazole, pH 7. Les protéines retenues sur la résine ont été éluées
par 500 mM d'Imidazole, pH 7. Pour éliminer I'Imidazole, une chromatographie
d’exclusion de taille a été réalisée. Les fractions contenant les protéines éluées (2 - 3 ml)
ont été déposées a la surface d’une colonne Sephadex™ G-25M, de type PD10 (GE-
Healthcare), préalablement équilibrée avec au moins 30 ml de tampon de purification. Au
cours de cette chromatographie d’exclusion de taille, les protéines sortent les premiéres
lorsque la colonne est rincée a l'aide du tampon [20 mM MOPS, pH 7,5; 100 pl de
cocktail d’inhibiteurs de protéases sans EDTA, 150 mM de NaCl]. L'Imidazole n’est élué
gu’apreés avoir passé 5 ml de tampon. Les fractions contenant la protéine d’intérét (10
fractions de 500 pl chacune) ont été concentrées sur centricon dont le seuil de rétention
est de 10 kDa (CENTRIPREP®, AMICON Bioseparations, MILLIPORE). La concentration

finale en protéine est en moyenne de 2 mg/ml.

3) Dosage des protéines par la méthode Bradford

Les protéines purifiées ont été dosées par la méthode de Bradford. Le réactif de Bradford
contient du bleu de Coomassie qui se lie de fagon covalente aux groupements amines des
protéines. Il permet, a l'aide d’'une gamme étalon de concentration connue en Sérum
Albumine Bovine (SAB), de doser les protéines selon la méthode colorimétrique
(Bradford, 1976). Le dosage a été effectué par lecture de I'absorbance a 595 nm, a l'aide

du kit Bio-Rad Protein Assay — Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad).
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I-5) Méthodes d’analyse des protéines GRA
recombinantes

1) Etude de Ia structure secondaire des protéines
recombinantes par dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire s'appuie sur la capacité des molécules qui ont une activité
optique, d'absorber différemment la lumiére polarisée circulairement a droite et la
lumiere polarisée circulairement a gauche. Le spectre dichroique correspond a la
différence d'absorbance entre ces deux types de lumiéere, pour chaque longueur d’onde.
Dans le cas des protéines, la mesure du dichroisme circulaire dans I’'UV lointain (180-260
nm, zone d‘absorption de la liaison peptidique) fournit des informations sur leur structure
secondaire (hélices a, feuillets B, tours et structures désordonnées).

Ces expériences de CD ont été réalisées en collaboration avec M. Jamin (Unit for Virus
Host-Cell Interactions, UMI 3265 UJF-EMBL-CNRS, Grenoble). Les spectres ont été
enregistrés a 20°C, en utilisant un spectropolarimétre Jasco J-810, couplé a une unité
permettant de régler la température. La concentration de protéines nécessaire a ces
mesures est de 15 pM. La longueur de la cuvette de spectroscopie est de 0.1 cm et le
signal de CD a été enregistré entre 250 et 200 nm. Les courbes finales sont
représentatives de quatre accumulations indépendantes, desquelles le spectre du tampon

a été soustrait.

2) Etude de la dispersion des protéines recombinantes en

solution par diffusion dynamique de la lumiéere
Cf Chapitres II- 3 et II-4

3) Etude des protéines recombinantes par microcopie

électronique a transmission

Cf Chapitre I1II-5
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4) SDS-PAGE et détection des protéines par coloration au

bleu de Coomassie ou par immunoblot
a) Séparation des protéines par SDS-PAGE

Les extraits protéiques ou les protéines recombinantes ont été repris dans du tampon
d’échantillon (20 % Glycérol, 4 % SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), 13 % tampon gel
supérieur (0.5 M Tris-HCI, pH 6,8 ; 0.4 % SDS ; 0.0004 % bleu de Bromophénol). Les
échantillons ont été dénaturés pendant 5 min, a 95°C, avant d’étre séparés sur gel de
polyacrylamide (13 % - 5 %), en présence de SDS (SDS-PAGE), dans du tampon de
migration (25 mM Tris-HCI, pH 7,5 ; 200 mM Glycine ; 0.1 % SDS). Chaque migration a
été réalisée en présence de marqueurs de poids moléculaire précolorés (Fermentas). Les
protéines ont ensuite été colorées soit par une solution de bleu de Coomassie (Instant
Blue™, Expedeon Protein Solutions), soit révélées par immunoblot a I'aide des anticorps

spécifiques (voir Tableau 3) apres transfert sur membrane de nitrocellulose.

b) Détection des protéines par immunoblot

Aprés séparation des protéines par SDS-PAGE, les protéines contenues dans le gel ont
été transférées sur une membrane de nitrocellulose (Hybond™ ECL™, Amersham) par
application d’un courant électrique de 100 Volt, pendant 1h30, a 4°C, et dans le tampon
de transfert (20 mM Tris-base, 150 mM Glycine, 20 % éthanol). La membrane a été
saturée 1 h, dans une solution de saturation (PBS, 5 % lait écrémé, 0.05 % Tween-20,
0.05 % Triton X-114), sous agitation. La membrane a ensuite été incubée 2 h en
présence de l'anticorps primaire dilué en solution d’incubation (solution de saturation
diluée 5 fois en PBS) avant d’étre lavée 3 fois 10 min, sous agitation, avec une solution
de lavage (PBS, 2 % solution de saturation, 0.0225 % Tween-20, 0.0225 % Triton X-
114). La membrane a ensuite été incubée 1 h en présence de l'anticorps secondaire
couplé a la péroxydase et dilué en PBS - 20 % de solution de saturation, avant d’étre
lavée 3 fois avec la solution de lavage, puis 10 min en PBS. Les protéines ont été
révélées par chimioluminescence (SuperSignal™Chemiluminescent Substrate, Pearce). Le
signal a été mis en évidence par exposition d‘un film d‘autoradiographie
(Hyperfilm™ECL™, Amersham) sur la membrane. Les membranes peuvent étre
réutilisées pour un second immunoblot. Pour cela, les anticorps ont été décrochés en
incubant la membrane pendant 2 - 5 min, sous agitation, dans une solution de
déshybridation a pH 2,2 (100 mM Glycine, 1 % SDS et 0,1 % NP-40). La membrane a
ensuite été lavée 3 x 10 min en PBS avant d’étre a nouveau saturée puis incubée avec le

nouvel anticorps primaire.
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Dilution

TamunaBlat Provenance

Anticorps secondaires

Sérum de chévre anti-lgG de lapin (H+L) couplé a |a péroxydase 1/20000 Jackson immuno Research

Tableau 4. Liste des anticorps secondaires utilisés en immunoblot,
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CHAPITRE 11 : obtention des lipides, formation
et contréle des Small Unilamellar Vesicles (SUVs)

II-1) Obtention des lipides utilisés pour la formation des
liposomes

Des lipides naturels et commerciaux ont été utilisés pour la formation des liposomes.

1) Lipides commerciaux

PC : L-a-PhosphatidylCholine de cerveau de porc (Avanti®polar lipids) ; PE
PhosphatidylEthanolamine de cerveau de porc (Avanti®polar lipids) ; PI
PhosphatidylInositol de foie de boeuf (Avanti®polar lipids) ; PI(4,5)P,
PhosphatidylInositol (4,5) diPhosphate de cerveau de porc (Avanti®polar lipids). Ces
lipides commerciaux ont été solubilisés en Chloroforme ou en Butanol (concentration 1

mg/ml) puis conservés a -20°C , sous azote.

2) Lipides naturels, obtenus a partir de cellules Hela, aprés
extraction selon la méthode de Bligh and Dyer (1959)

L'équivalent de 50 boites de culture de 180 cm? de cellules HeLa non infectées,
maintenues en culture en milieu D10 jusqu’a confluence, ont été lavées en PBS afin
d’éliminer le milieu de culture, puis récupérées a l'aide d’un grattoir. Aprés centrifugation
des cellules pendant 10 min, a 350 g, a 4°C, et élimination du PBS, les extraits cellulaires
ont été repris dans un mélange de 3 ml de chloroforme/méthanol (1 : 2) puis vortexés
toutes les 5 min, pendant 30 min. Enfin, 500 ul de chloroforme et 900 ul d’eau ont été

ajoutés. Apres une centrifugation de 10 min a 350 g, la phase organique inférieure
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contenant les lipides solubilisés en chloroforme a été récupérée. Afin d’augmenter la
pureté des lipides obtenus, une extraction en retour a été effectuée sur la phase
inférieure, selon le méme protocole. Le chloroforme a été évaporé sous un flux de N,. Ce
processus permet aussi de chasser 'O, du tube afin d’éviter l'oxydation des
phospholipides. Les films lipidiques obtenus ont été conservés a -20°C jusqu’a leur

utilisation.

3) Quantification des glycérophospholipides (extraits a partir
de cellules HeLa) par méthanolyse puis chromatographie en
phase gazeuse

Le dosage des glycérophopholipides provenant des cellules Hela a été réalisé en
collaboration avec E. Maréchal (CNRS 5168-CEA-INRA-UJF, Grenoble), selon le protocole
suivant : les glycérophospholipides ont été extraits a partir d’'un culot sec de lipides
équivalent & une boite de culture de 180 cm?, a I'aide de solvants organiques. Le principe
du dosage des glycérophospholipides repose sur une méthanolyse qui génére des acides
gras méthylés, ensuite dosés par spectrométrie en phase gazeuse. Pour cela, les lipides
ont été solubilisés dans 3 ml de 2,5 % d’Acide Sulfurique (H,S0,4), dans du méthanol,
incubés pendant 1 h, puis la réaction a été arrétée par addition de 3 ml d’eau. Les acides
gras méthylés ont été extraits deux fois par addition de 3 ml d’hexane et évaporés a sec.
Enfin, aprés solubilisation dans 10 pl d’hexane, 5 pl ont été injectés dans une colonne
BPX70 (SGE). Les acides gras ont été entrainés par le gaz vecteur (I'azote) a des vitesses
dépendantes de leur taille et de leur solubilité. Ils ont ensuite été quantifiés par
comparaison avec un témoin interne (acide gras a 21 carbones) ajouté avant la
méthanolyse. La quantité de glycérophospholipides extraits par boite de 180 cm?® de
cellules HelLa dépend de l'efficacité de la purification. Elle peut atteindre jusqu'a 400 ug

de glycérophospholipides totaux.
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II-2) Formation et controle des Small Unilamellar
Vesicles (SUVs)

1) Mélanges de lipides utilisés pour former les SUVs

Quatre types de mélanges de lipides ont été utilisés pour former les SUVs, les lipides de
cellules HeLa d’une part et trois mélanges de lipides commerciaux (Avanti® polar lipids)
d’autre part (voir tableau 5).

Le premier mélange de lipides commerciaux, constitué de PhosphatidylCholine (PC) /
PhosphatidylEthanolamine (PE) (Rapport molaire : 6 / 4), a permis de former les
liposomes notés « SUVs » ; le second, constitué de PC/ PE / PhosphatidylInositol (PI)
(rapport molaire : 6 / 3 / 1), a permis de former les liposomes notés « SUVs + PI » , et
le troisiéme mélange, qui comprend PC / PE / PI(4,5)P, (rapport molaire: 6 / 3/ 1) a
permis de former les liposomes notés « SUVs + PIP, ». Les films lipidiques ont été
formés en mélangeant les volumes requis de lipides stock a 1 mM chacun, puis en

évaporant le CHCIl; sous un jet de N,.

Nom
simplifié des
SUvVs

Noms et pourcentages

des lipides utlisés Rapport molaire Proportions en g Proportions en nimol

Phaosphatidyl-choline (PC) 60 % / PC (74,9 nmol)
PhaphatidykEthanclamine (PE) 40 % s E B HGERE (o 2 1) 1 PE (47.9 nmol)

Phosphatidyl-choline (PC) 60 %
Phophatidyl-Ethanalamine (PE) 30 % PC / PE/ PI{4,5)P, PC (51,6 pg) f PE (25,8 pg) / PI(4,5)P,
Phosphatidyl-Inositol (4,5) di-Phosphate (61311) (8,6 ug)
(P1{4,5)P,) 10 %

PC (74,9 nmol) / PE
(36 nmol) / PI(4,5)P,
(8,2 nmal)

SUVs + PIP,

Tableau 5: Tableau récapitulatif de la composition en lipides des différents types de SUVs
utilisés dans les expériences d’association de protéines aux liposomes

2) Techniques de formation des SUVs par sonication ou par
extrudation

Pour lI'ensemble des tests du comportement des protéines testées dans les membranes,
j'ai utilisé un systeme de membranes artificielles. Ce sont de petites vésicules lipidiques
unilamellaires, appelées Small Unilamellar Vesicles (SUVs). La formation de ces vésicules
lipidiques se déroule selon deux étapes :

1- formation spontanée de vésicules multilamellaires suite a la réhydratation des films

lipidiques ;

213



MATERIEL & METHODES
CHAPITRE II Obtention des lipides, formation et contréle des Small Unilamellar Vesicles (SUVs)

2- séparation des feuillets membranaires grace a un apport d’énergie, via la sonication
ou l'extrudation.

Les films lipidiques ont été réhydratés pendant une nuit, dans un tampon appelé HN [10
mM Hepes, pH 7,4 - 150 mM NaCl]. Les SUVs ont été soniquées pendant 10 min, avec
application de Ila sonde d’ultrasons (Vibra-cell 75041, Bioblockscientific) dans
I’échantillon, avec une alternance on/off de 9 secondes et une puissance de I'appareil de
21 %.

Pour obtenir des SUVs de diamétre identique et calibré, j'ai utilisé la technique de
I'extrudation. La suspension de vésicules multilamellaires a été homogénéisée par
application de trois cycles de congélation dans de I'azote liquide puis décongélation dans
un bain-marie a 37°C. Les trois bains de congélation / décongélation ont été entrecoupés
par des étapes de vortex. Enfin, la solution obtenue a été extrudée 20 fois au travers de
membranes de polycarbonate dont le diamétre des pores était calibré soit a 50, 100 ou
200 nm, (Nucleopore Track-Etch Membrane Filtration Products, Avanti®polar lipids).

L'extrudeur (Avanti®) utilisé est représenté sur la Figure 70.

Emplacement de la membrane de
polycarbonate

Figure 70. Photo de I'extrudeur. Il est composé d’un portoir en téflon contenant deux seringues Hamilton
de 250 pl chacune qui se font face et qui sont reliées par un systéme permettant d'insérer une membrane en
polycarbonate dont le diamétre du pore est calibré (50, 80, 100 ou 200 nm).

3) Contréle de I’'homogénéité des SUVs par diffusion
dynamique de Iumiére (DLS) aprés une étape de
chromatographie d’exclusion de taille

Le controle de I'homogénéité des SUVs formées a été réalisé par des expériences de
diffusion dynamique de lumiere (DLS), en collaboration avec M. Jamin (Unit for Virus
Host-Cell Interactions, UMI 3265 UJF-EMBL-CNRS, Grenoble). Cette technique consiste a
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mesurer la diffusion de lumiére par les particules contenues a l'intérieur d'un volume
donné. La diffusion de lumiere est due au mouvement des électrons suivant l'oscillation
du champ électrique de I'onde lumineuse qui traverse I’échantillon. L'intensité de lumiere
diffusée est proportionnelle a la masse moléculaire multipliée par la concentration. La
mesure de cette intensité de lumiere diffusée au cours du temps révéele d’'importantes
fluctuations, causées par les changements ponctuels de concentration a l'intérieur du
volume étudié. Grace a la transformation de Fourier, on obtient a partir de la courbe
irréguliere Intensité = f(temps), la courbe réguliere % Intensité = f(rayon (nm). Cette
seconde courbe présente un pic pour chaque espéce moléculaire présente, ce qui permet
de vérifier la pureté de la solution analysée et de déterminer le rayon des espéces
moléculaires présentes dans I’échantillon. Ces mesures peuvent étre appliquées a

différents types d’objets dont les vésicules lipidiques ou les protéines en solution.

a) Chromatographie d’exclusion de taille

Afin de s’assurer que les échantillons injectés dans |'appareil de mesure de DLS étaient
homogeénes en diameétre, les SUVs Hela obtenues a partir de 86 ug de lipides en tampon
HN ont été déposées sur une colonne de filtration sur gel de 60 cm de hauteur, 1 cm de
diamétre, remplie de Sephacryl-500 (Ge-Healthcare) et équilibrée en tampon HN. Le
débit de la colonne a été réglé a 1 ml / min. Le volume de SUVs déposé sur cette colonne
était de 100 pl. La colonne a été calibrée a l'aide de différentes protéines monomeériques,
la sérum albumine bovine (67 kDa); la glucose oxydase (160 kDa) et la béta-
galactosidase (500 kDa).

b) DLS utilisant le « DawnEos Enhanced Optical system »

L'appareil utilisé, couplé a la sortie de la colonne de chromatographie d’exclusion de
taille, était le « DawnEos Enhanced Optical system », (Wyatt Technology). Cet appareil,
réglé a 35°C, est couplé a un détecteur d’indice de réfraction (RI 2000 detector,
Schambeck SFD) qui permet de calculer la concentration et le diametre des particules.
Environ 100 pl de SUVs Hela (soit 22 ug de lipides) ont été déposés sur la colonne et
donc injectés dans l'appareil de mesure. Les données de DLS mesurées par |'appareil ont

été analysées grace au logiciel « Light Scattering for the Masses » (Astra).
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4) Contréole de I’'homogénéité des SUVs par DLS utilisant le
Zetasizer

Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec W. Weissenhorn (Unit for Virus
Host-Cell Interactions, UMI 3265 UJF-EMBL-CNRS, Grenoble). L'appareil utilisé etait un
granulometre zétameétre « Zetasizer dedicated to proteins », (Malvern Instruments),
réglé a 25°C. Il permet de mesurer la taille et la stabilité de protéines et de molécules en
solution en milieu dilué ou concentré, sans chromatographie d’exclusion de taille
préalable. La concentration optimale requise pour ces mesures est de 1 mg/ml. La
mesure a été réalisée sur des SUVs Hela (environ 10,5 ug de lipides), soniquées ou

extrudées.
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CHAPITRE I1I : Méthodes d’études des
interactions protéines / lipides

III-1) Tests de superposition protéines / lipides (<« Fat
Blots »)

Afin d’étudier l'interaction des protéines avec les lipides membranaires, des tests de
superposition protéines / lipides, aussi appelés « fat blots », ont été réalisés. Au cours de
ces expériences, j'ai utilisé des membranes commerciales de type « Membrane Lipid-
Strips » (Echelon Biosciences), sur lesquelles les classes majoritaires de lipides retrouvés
dans les membranes biologiques ont été fixées.

Les membranes ont été saturées pendant 1 h avec 3 % de SAB sans acide gras (Sigma),
dans du TBST [50 mM Tris HCI pH 7,5 ; 150 mM NaCl ; 0.1 % Tween 20]. La membrane a
ensuite été incubée pendant une nuit, a 4°C, avec 1 pg/ml de protéine recombinante
(GRA2 (21-185) (RH) ; GRA2 Nt-Ct (RH) ; GRA6 (43-230) (RH) ; GRA6 Nt (41-152) (RH)
: GRA6 Ct (174-230), peptide pUET ; GST ; GST-GRA5 Nt (29-68) (RH) ; ou GST-GRA6
Nt (RH)) dans du TBST additionné de 3 % SAB sans acide gras. La membrane a ensuite
été lavée 6 fois 5 min en TBST avant d’étre mise en présence des anticorps primaires
spécifiques de chaque protéine (Cf. Tableau 3) dilués en TBST, pendant 1 h. La
membrane a été lavée 6 fois 5 min en TBST avant d’étre incubée avec les anticorps
secondaires couplés a la péroxydase (Cf. Tableau 4), dilués en TBST puis lavée 12 fois 5
min en TBST avant d’‘étre révélée par chimioluminescence (SuperSignal™
Chemiluminescent Substrate, Pearce). Le signal a été mis en évidence par exposition de

la membrane contre un film ECL (Hyperfilm™ ECL™, Amersham).
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III-2) Tests et analyses de I’'association des protéines
aux SUVs

1) Incubation des protéines avec les SUVs

Cette étape consiste a incuber la (les) protéine (s) avec les liposomes, selon différents
rapports protéines / lipides, dans un volume final ne dépassant pas 100 pl. L'incubation a
été réalisée a température ambiante, pendant 30 min, sous agitation douce. Le résultat
de cette incubation a été analysé soit par simple ultracentrifugation, soit par un test de
flottaison de la (des) protéine (s) associée (s) aux liposomes dans un gradient de

sucrose.

2) Analyse de l’'association des protéines aux liposomes par
ultracentrifugation puis immunoblot

Afin de déterminer le rapport protéines / lipides adéquat pour |'association des protéines
aux liposomes, différents rapports protéines / lipides (en pg) ont été testés (1 /1 ; 1/
2; 1/ 10; 1 / 25 et 1 / 50). Les protéines associées aux membranes (fraction
membranaire, P) ont été séparées de celles non associées (fraction soluble, S) par une
ultracentrifugation d’1 heure, a 4°C, a 100000 g (ultracentrifugeuse TL100
Ultracentrifuge, rotor TLA45, Beckman). Les fractions P ont été lavées dans 1 ml de
tampon HN. Les protéines non associées (fractions S) ont été précipitées par 15 % de
TCA, une nuit, a -20°C. L'ensemble des échantillons a été conservé a -20°C avant d’étre

analysé par SDS-PAGE et immunoblot.

3) Traitements dénaturants des protéines associées aux
membranes

Les culots obtenus a la suite du test d’association des protéines aux liposomes puis
ultracentrifugation ont été solubilisés dans 50 mM Tris, pH 8, puis séparés en trois
fractions équivalentes, chacune étant traitée pendant 30 min, sur glace, avec un agent
chimique différent : de l'urée 6 M Urée, afin de perturber les liaisons hydrogéne) ; du
nonidet P-40 1 %, pour perturber les interactions hydrophobes et hydrogénes ou du Tris
50 mM, pH 8 (contrdle). Les protéines solubilisées par ces traitements (S) ont été
séparées des protéines restant associées aux membranes (P), par une ultracentrifugation
d'1l h, a 4°C, 100 000 g. Les fractions solubles S obtenues aprées les traitements a |I'lUrée

ou au Tris ont été précipitées par 15 % de TCA, tandis que les surnageants résultant du
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traitement NP-40 ont été précipités par 2 volumes d'Acétone. Les fractions P ont été
lavées avec du Tris 50 mM pH 8. L'ensemble des échantillons a été conservé a -20°C

avant d’étre analysé par SDS-PAGE et immunoblot.

4) Analyse de Il’association des protéines aux SUVs par
flottaison dans un gradient de sucrose

Une partie de ces expériences a été réalisé en collaboration avec W. Weissenhorn (Unit
for Virus Host-Cell Interactions, UMI 3265 UJF-EMBL-CNRS, Grenoble).

Suite a l'incubation des protéines recombinantes selon le rapport protéines / lipides de 1
/ 25 (en pg, rapport déterminé préalablement par les tests d’ultracentrifugation), la
solution de protéines mise en contact avec les liposomes a été mélangée a une solution a
80 % de sucrose (P/V) (préparée dans le tampon HN) et déposée au fond d'un tube
ouvert de 650 ul (Beckman). Des coussins de 30 %, 20 %, 10 %, 5 % et 0 % de sucrose
(en tampon HN) ont ensuite été ajoutés successivement. Les gradients obtenus ont été
centrifugés jusqu'a I'équilibre, pendant 17 - 19 h, 4°C, a 100 000 g (46 000 rpm) (TL100
Ultracentrifuge, rotor TLA45, Beckman). Des fractions de 100 pl ont été collectées a
partir du sommet du gradient. Ces fractions ont été analysées par SDS-PAGE et
immunoblot, pour la détection des protéines, et par fumigation aux vapeurs d’iode, pour
la détection des glycérophospholipides, en utilisant le protocole qui suit. Environ 5 pl de
chaque fraction de gradient ont été déposés sur une plaque d’aluminium recouverte de
silice (support de chromatographie couche mince, ALUGRAM® SIL G/UV254 Fiir DIE DC,
Macherey-Nagel) puis aprés séchage des échantillons, la plaque de silice a été introduite
dans une cuve saturée en vapeurs d’iode (cristaux d’iode, Sigma) afin de colorer les
phospholipides en marron-brun, suite a la fixation de l'iode sur les doubles liaisons des
acides gras. Une fraction aliquote de chaque fraction du gradient contenant les protéines
associées aux liposomes a également été analysée par microscopie électronique a

transmission (Cf. Paragraphe suivant)

5) Analyse par Microscopie Electronique a Transmission
(TEM) apres coloration négative

Les expériences de TEM ont été réalisées en collaboration avec E. Gentilhomme (CRSSA,
Grenoble) et G. Effantin (Unit for Virus Host-Cell Interactions, UMI 3265 UJF-EMBL-CNRS,

Grenoble).
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- Les observations réalisées au CRSSA, en collaboration avec E. Gentilhomme, ont été
faites a lI'aide d’'un microscope de type JEOL 1010, a 80 kV. Dix microlitres de chaque
échantillon (SUVs seules, protéines seules ou produits d’incubation des protéines avec les
liposomes) ont été déposés sur la face brillante de grilles de microscopie électronique en
cuivre et recouvertes de formwar (grilles de 300 mesh, SPI Supplies®). Ce dépot a été
suivi d’'une fixation standard de 2 min avec 2 % d’Acétate d'Uranyle (Electron Microscopy
Sciences), préparé dans de l'eau ultra pure (Electron Microscopy Sciences). Ce fixateur

sert également d'agent contrastant.

- Les observations réalisées a I'UVHCI de Grenoble, en collaboration avec G. Effantin, ont
été faites a l'aide d’'un microscope de type JEOL 1200, a 80 kV, selon le protocole
suivant : environ 1 - 2 ul d’échantillon (SUVs seules, protéines seules ou produits
d’incubation des protéines avec les liposomes) ont été injectés délicatement entre un film
de carbone et une feuille de mica (Agar Scientific) (prédécoupée en petits carrés).
L'échantillon adhére au film de carbone en quelques secondes seulement. Le film de
carbone a été détaché de la feuille de mica en retournant la préparation sur une goutte
d’Acétate d'Uranyle 2%. Une grille en cuivre (400 mesh, Agar Scientific) préalablement
trempée dans du chloroforme pour faciliter I'adhésion de la grille au film du carbone, puis
séchée sur du papier Whatman, a été déposée sur le film de carbone, lui-méme déposé
sur la goutte d’Acétate d’Uranyle. Enfin, la grille a été récupérée par adhésion a un petit
carré de papier Whatman amené au dessus de la grille. Aprés quelques secondes, le
papier a été soulevé avec la grille et I'ensemble (grille + carbone + échantillon) a été

déposé sur du papier Whatman afin d’éliminer I'excés de colorant.
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Résumé

Le parasiteintracellulaire obligatoiréeToxoplasma gondise développe au sein de la cellule héte, dans une
vacuole parasitophore (VP), formée trés rapidensgmés l'invasion, a partir de constituants celhasiet
parasitaires. La VP est caractérisée par un rédeawanotubes membranaires (RNM) formé de longslésbu
membranaires de 40 a 50 nm de diamétre. Le RNMpeactespace vacuolaire, connecte les parasites entt

et les connecte également a la membrane vacudlaifenction du RNM est inconnue : il pourrait jous role
structural et/ou trophique ; il pourrait permettexport de protéines parasitaires vers la membraoeolaire ou
encore étre directement lié a la virulence parnasitd.orsque jai commencé ces travaux, 3 protéidesa
famille des protéines GRA (GRA2, GRA6 et GRA9) avaiété identifiées comme sécrétées dans la Vartia p
des granules denses (organites de sécrétion prap@sylum des Apicomplexa) puis ciblées aux menmgsalu
RNM. Cette localisation membranaire est en acceoet de fait qu'elles présentent dans leur séquedes,
domaines d’'association membranaire (hélice alplteephobe potentiellement transmembranaire (GRA6) ou
des hélices alpha-amphipatiques (ex : GRA2 et GRB8pendant, que ce soit dans le compartiment iagu
avant leur sécrétion, ou aprés sécrétion dans |deghprotéines GRA sont partiellement solublesirlifenction
demeure actuellement inconnue. Néanmoins, une epprondirecte basée sur I'analyse du phénotype de
parasites déficients pour I'expression de GRA2 et@RA6 avait montré que ces deux 2 protéines sont
indispensables a la formation du RNM. Dans le catisbal de I'étude de la VP, je me suis intérese€&NM

et aux protéines GRA qui y sont associées, en astale répondre & 3 questions : 1/ comment cegipest
GRA sont-elles capables d’'exister dans la PV, &i&a sous un état soluble et membranaire, alorgligs’
contiennent dans leur séquence en acides amirgsgiodeaines d'interaction avec les membranes ; @laast,
dans la VP, la spécificité de I'adressage des pre$éGRA aux membranes du RNM et 3/ sachant queZGRA
GRA®G sont indispensables a la mise en place d’'uMRMture, quelle est leur contribution dans le psstis de
tubulation membranaire? 1) Mes travaux montrent lg@geprotéines GRA maintiennent leur solubilité reva
insertion dans les membranes de la VP, grace antlractions hydrophobes, peut étre en s’assoéiaés
lipides ou des micelles présents dans I'espaceolaice. Dans le cadre de la caractérisation d’unevelle
protéine GRA associée au RNM, GRA12, jai de plumntré que cette protéine n'interagit pas avec GRaR2s

les membranes du RNM. 2) En prenant GRA6 pour neodé&tude, j'ai contribué a montrer que c’est le
domaine N-terminal hydrophile de la protéine quiedd@ine sa spécificité d’adressage au RNM. 3) ldétn
vitro du r6le des protéines GRA2 et GRA6 dans la biogerdu RNM, abordée grace a l'utilisation de
liposomes, a montré que GRA2, exprimée sous foenembinante, présente une affinité vis-a-vis deldip
particuliers, en particulier le phosphatidyl inosi(4, 5) diphosphate, avec lequel elle s’assoaies sloutevia

ses hélices--amphipatiques. GRA2 s’associe préférentiellememtigposomes de forte courbure membranaire,
a partir desquels elle génére de courts tubuleshremaires. Cette déformation est accentuée enmuesie
GRA®6 qui s’associe aux liposomes, indépendammenéutediamétre. Ces résultats valident le réle aine
GRA2 et GRAG6 dans la formation du RNM et permetanvisager un modéle possible de sa formatioms da
lequel GRAG favoriserait I'assemblage de vésicligdiques que GRA2 fusionnerait en tubules memairas.

Mots clés : Toxplasma gondii vacuole parasitophore, nanotubes membranairestgipes GRA, SUVs,

PI(4,5)B, hélicea-amphipatique
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Résumeés en caractéres comptés

Dans la cellule hbéteToxoplasma gondise développe dans une vacuole parasitophore (MBrt€risée par un
réseau de nanotubes membranaires (RNM) dont la @sitign, le mécanisme de formation et la fonctionts
obscures. Quelques protéines GRA, dont GRA2 et GRABL sécrétées dans la VP a partir des granatesed
puis ciblées au RNM. Cette localisation s’accordecd’hélice alpha-hydrophobe de GRAG et les héliapha-
amphipathiques de GRA2. Avant et apres sécrétios taVP, les protéines GRA sont partiellement siels

Le phénotype de parasites délétés de leur(s) ge@RA2 et/ou GRA6 révele que ces 2 protéines sont
indispensables a la formation du RNM. J'ai montyéd’'avant leur insertion dans les membranes déPlala
solubilité des protéines GRA est préservée gragesanteractions hydrophobes avec peut étre, deslles de
'espace vacuolaire ; 2) que GRA12, une nouvelletggne du RNM, n'interagit pas avec GRA2 dans ces
membranes. 3) que l'adressage spécifique de GRA®RMM est déterminé par son domaine N-terminal
hydrophile. 4) J'ai montré que GRA2 recombinanteurse affinité pour le phosphatidyl inositol (4, 5)
diphosphate avec lequel elle interagia ses hélicesx-amphipathiqgues. GRA2 déforme des liposomes de
courbure membranaire importante pour générer desctubules membranaires. La tubulation est acéenpar
GRA®6 qui s’associe aux liposomes, quelque soit tkameétre. Ces résultats valident le réle direcGiRA2 et
GRA6 dans la formation du RNM et laissent envisager modéle de sa formation, dans lequel GRA6
favoriserait 'assemblage de vésicules lipidigues GRA2 fusionnerait en tubules membranaires.

Within the host cell,Toxoplasma gondimultiplies in a parasitophorous vacuole (PV) chtazed by a
membranous nanotubular network (MNN). Its composietite mechanism of its formation and its function
remain unknown. A few GRA proteins, including GRAAd GRAG, are secreted from the dense granules into
the PV and are targeted to the MNN. This locat®miagreement with the hydrophobic alpha-helixdpted in
GRA6 and with the GRA2 amphipatic alpha-heliceswideer, before and after their secretion in the B¢,
GRA proteins are partially soluble. The phenotygialysis of parasites deleted from their GRA2 an@G/RA6
gene(s) had shown that both these proteins arepedsable for MNN formation. During my thesis, bsled

that before their insertion into the PV membrartes, GRA proteins solubility is preserved by estthitig
hydrophobic interactions, likely with micelles ihet PV space. | also showed that GRA12, a novel MNN-
associated protein, does not interact with GRAwithese membranes. Using GRA6 as a model of study
contributed to demonstrate that the GRA6 speciigdting to the MNN relies on its N-terminal hydndjz
domain. | demonstrated that recombinant GRA2 reizegrinositol (4, 5) biphosphate with which it irgtets via

its amphipatic alpha-helices. GRA2 deforms lipossmé steep membrane curvature into short membranous
tubules. The tubulation is increased by GRA6 wiashociates with liposomes independently of theimditer.
These results validate the direct role of both GRWAE GRA6 in MNN formation and led us to proposaadel

in which GRA6 would tether vesicles, the fusionndfich would be induced by GRA2.
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