N

N

Analyse protéomique et caractérisation de nouvelles
protéines de paroi chez Encephalitozoon cuniculi, une
microsporidie pathogéne de ’homme

Damien Brosson

» To cite this version:

Damien Brosson. Analyse protéomique et caractérisation de nouvelles protéines de paroi chez En-
cephalitozoon cuniculi, une microsporidie pathogene de ’homme. Biologie cellulaire. Université Blaise
Pascal - Clermont-Ferrand II, 2006. Francais. NNT: 2006CLF21636 . tel-00688692

HAL Id: tel-00688692
https://theses.hal.science/tel-00688692v1

Submitted on 18 Apr 2012

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00688692v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE BLAISE PASCAL UNIVERSITE D’AUVERGNE
D.U: 1636

Ecole Doctorale

des Sciences de la Vie et de la Santé
N° d’ordre ; 431

THESE

pour I’obtention du grade de

DOCTEUR D’UNIVERSITE
spécialité : Microbiologie

présentée et soutenue publiquement

par
Damien BROSSON

le 16 janvier 2006

ANALYSE PROTEOMIQUE ET CARACTERISATION DE NOUVELLES
PROTEINES DE PAROI CHEZ ENCEPHALITOZOON CUNICULI , UNE
MICROSPORIDIE PATHOGENE DE L’'THOMME

JURY
Président : Pr. Gérard PRENSIER, Université Blaise Pascal, Clermont-Ferrand.
Rapporteurs : Pr. Catherine BRAUN-BRETON, Université de Montpellier I1.

Dr. Gabriel PELTRE, Ecole Supérieure de Physique et Chimie Industrielles, Paris.
Examinateur : Dr. Catherine TEXIER, Université Blaise Pascal, Clermont-Ferrand.
Directeur de thése : Pr. Christian VIVARES, Université Blaise Pascal, Clermont-Ferrand.

Laboratoire de biologie des protistes UMR CNRS 6023, équipe Parasitologie moléculaire et cellulaire,

Université Blaise Pascal, Clermont-Ferrand.



0. Résumé :
La microsporidie Encephalitozoon cuniculi est un parasite intracellulaire obligatoire capable d’infester un
large spectre d’hotes dont I’homme. Ce pathogene opportuniste est responsable de nombreuses
infections principalement chez les individus immunodéprimés. La spore, forme de résistance et de
dissémination, est protégée des stress environnementaux par une épaisse paroi composée d’une
endospore chitineuse et d’une exospore glycoprotéique. Bien que constituant I'interface des relations
hote-pathogene, peu de données décrivent les protéines de cette structure. Le génome nucléaire de ce
parasite a été séquencé et ces travaux se placent donc dans un contexte d’analyse post-génomique. Le
premier volet de ces travaux a été de décrire le protéome exprimé dans les stades tardifs de
développement d’E. ecunicnli. Les protéines majeures de ces stades ont été extraites grace a des
traitements séquentiels et identifiées par spectrométrie de masse (MALDI-TOF-MS et LC-MS/MS)
selon deux stratégies complémentaires : analyse des spots protéiques résolus par électrophorese
bidimensionnelle (2D-PAGE), ou analyse directe des extraits protéiques (approche type « Shotgun »).
177 protéines différentes ont ainsi pu étre identifiées, permettant d’obtenir, pour la premiere fois chez
une microsporidie, une vision globale de la physiologie de la spore. Le second objectif concerne la
recherche de nouvelles protéines pariétales chez E. cuniculi et leur caractérisation au cours du cycle de
développement. Une premicre exploitation des données du protéome a permis I'identification d’une
chitine déacétylase putative localisée a l'interface membrane plasmique — endospore et probablement
impliquée dans la formation de la paroi, de deux protéines localisées a 'endospore, ainsi que d’une
protéine d’exospore. Nous avons également établi un crible bioinformatique pour sélectionner des
protéines candidates a une localisation pariétale parmi les protéines a fonction inconnue du protéome
de E. cuniculi, ces protéines devant étre en partie spécifiques du parasite. Onze protéines candidates ont
ainsi été déterminées et la validation de leur localisation est actuellement en cours. Le suivi de la
localisation, au cours du cycle de développement du parasite, des protéines pariétales identifiées dans ce
travail nous permet de proposer le premier modele de morphogenése de la paroi microsporidienne et

d’en donner une vision dynamique qui n’était pas clairement envisagée jusqu’a présent.

8. Mots-clés :
Microsporidies, Encephalitogoon cuniculi
Protéomique, 2D-PAGE, Shotgun, spectrométrie de masse, physiologie cellulaire

Paroi, morphogencse
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Introduction

INTRODUCTION

Les microsporidies sont des parasites intracellulaires obligatoires infestant un trés large spectre
d’hotes qui inclut tous les vertébrés dont I’homme. Leur pathogénicité a des impacts économiques
majeurs, et chez I’homme leur importance clinique a été révélée avec la pandémie du SIDA. Ces
pathogénes opportunistes sont en effet responsables de nombreuses infections chez les individus

immunodéprimés.

Les microsporidies ont longtemps ét¢ vues comme des eucaryotes primitifs, mais de récentes
analyses phylogéniques nous font désormais considérer ces organismes soit comme de proches
voisins des champignons, soit comme des champignons évolués. La forme infectieuse est une spore
qui est libérée dans I’environnement apres éclatement de la cellule hote. Cette spore présente deux
caractéristiques majeures : un tube polaire, enroulé¢ dans le cytoplasme, qui a la capacité de se
dévaginer trés rapidement pour permettre I’invasion cellulaire, et une paroi protéochitineuse tres
¢épaisse. Cette paroi est une structure rigide qui permet la survie de la spore dans I’environnement, le
maintien de la forme cellulaire et permet 1’accroissement de la pression interne conduisant a la
dévagination du tube polaire. Cette structure est également a I’interface des relations hote-
pathogéne : en particulier reconnaissance de la cellule hote et des stimuli conduisant a 1’invasion,

ainsi que I’interface avec le systéme immunitaire.

Dans le cadre de I’analyse post-génomique de la microsporidie Encephalitozoon cuniculi (Texier et
al., 2005), parasite de mammiféres et pathogéne de I’homme, ces travaux de thése ont eu pour
premier objectif la description de son protéome exprimé dans les stades tardifs du cycle de
développement (Brosson et al. en préparation). Les protéines majeures de ces stades ont été
analysées par deux appoches complémentaires, soit par séparation d’extraits protéiques sur gels
d’¢électrophorese bidimensionnelle (2D-PAGE) et analyse des spots par spectrométrie de masse, soit
par analyse globale des extraits par spectrométrie de masse sans séparation préalable par 2D-PAGE
(approche de type « shotgun »). Nous avons ainsi pu avoir, pour la premicre fois chez une
microsporidie, une vision globale de la physiologie de la spore. D’autre part, parmi les 177
protéines majeures décrites, 25% correspondent a des protéines sans fonction prédite.

Le second volet de cette thése, concerne la recherche de nouvelles protéines pariétales chez E.
cuniculi et leur caractérisation au cours du cycle de développement. En effet, seule une protéine de

surface, SWP1 avait été décrite auparavant chez cette microsporidie (Bohne et al., 2000). Une
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premiére exploitation des données du protéome a permis I’identification d’une chitine déacétylase

putative localisée a I’interface membrane plasmique — endospore et probablement impliquée dans la

formation de la paroi (Brosson et al., 2005), ainsi que deux protéines localisées a 1’endospore

(Peuvel-Fanget et al., sous presse). Nous avons également établi un crible bioinformatique pour

sélectionner des protéines candidates a une localisation pariétale parmi les protéines a fonction

inconnue du protéome de E. cuniculi, ces protéines devant étre en partie spécifique du parasite. La

validation de la localisation de ces candidates est en cours.

Ces travaux ont donné lieu aux publications suivantes :

Q.

Articles
Brosson D, Kuhn L, Delbac F, Garin J, Vivarés CP, Texier C.
Proteomic analysis of the eukaryotic parasite Encephalitozoon cuniculi (Microsporidia): a

reference map for proteins expressed in late sporogonial stages. Proteomics. Manuscrit soumis.

Brosson D, Kuhn L, Prensier G, Vivarées CP, Texier C.
The putative chitin deacetylase of Encephalitozoon cuniculi: a surface protein implicated in the

microsporidian spore wall formation. FEMS Microbiology Letter 2005 247:81-90.

Texier C, Brosson D, El Alaoui H, Méténier G, Vivarés CP.
Post-genomics of microsporidia, with emphasis on a model of minimal eukaryotic proteome: a

review. Folia Parasitologica 2005 52 :15-22.

Peuvel-Fanget I, Polonais V, Brosson D, Texier C, Kuhn L, Vivares C, Delbac F.
EnP1 and EnP2, two proteins associeted with the Encphalitozoon cuniculi endospore, the chitin-
rich inner layer of the microsporidian spore wall. International Journal for Parasitology. Sous

presse.

Résumes de congres

Brosson D, Texier C, Prensier G, Vivarés CP.

Proteomics of the Microsporidia Encephalitozoon cuniculi : from Proteins of Unknown
Function to New Cell Wall Proteins. Journal of Eukaryotic Microbiology 2005; 52(2):3S
(résumé 94A).

42¢me congrées du Groupement des Protistologues de Langue Francaise, Montpellier, 2004. Communication orale.
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Texier C, Brosson D, Kuhn L, Garin J, Vivarées CP.

Proteomics of the Microsporidian Encephalitozoon cuniculi spore : Application to the
Identification of New Spore Wall Proteins. Journal of Eukaryotic Microbiology 2004.
51(2):28A (résumé 104).

41éme congrés du Groupement des Protistologues de Langue Francaise et 4éme biennale de Parasitologie,

Clermont-Ferrand, 2003, communication orale.

Delbac F, Peuvel I, Brosson D, Méténier G, Vivares CP.
Cell Invasion and Polar Tube Proteins in Encephalitozoon spp. Journal of Eukaryotic
Microbiology 2004. 51(2).

41éme congrés du Groupement des Protistologues de Langue Francaise et 4éme biennale de Parasitologie,

Clermont-Ferrand, 2003, communication orale.

Texier C, Roux F, Brosson D, Delbac F, Garin J, Vivarés CP.
Proteomics Analysis of Encephalitozoon cuniculi. Journal of Eukaryotic Microbiology 2003.
50(2):32A (résumé 114).

40éme congres du Groupement des Protistologues de Langue Francaise, La Rochelle, 2002, communication orale.

Autres communications
Texier C, Kuhn L, Brosson D, Garin J, Vivarés CP.
Protéomique de la microsporidie Encephalitozoon cuniculi : application a la recherche de

nouvelles protéines pariétales. Congrés annuel de la Société Francaise de Biochimie et de Biologie

Moléculaire, Lyon, 2003, communication par affiche.
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Microsporidies

1. PRESENTATION GENERALE DES
MICROSPORIDIES

9éme

C’est le caractere pathogeéne des microsporidies qui permit leur découverte au cours du 1 siecle.
En quelques années, les élevages de vers a soie européens furent ravagés par une épizootie a tres
fort impact économique : la pébrine du ver a soie. Elle se caractérise par des vers dont les téguments
sont recouverts de taches sombres, par une trés forte mortalité et par une transmission a la
descendance. En 1865, Pasteur s’intéressa a la maladie et mit au point une technique capable de la
contrdler et de la prévenir. Cependant, c’est Nageli qui identifia 1’agent pathogéne responsable en
1857, et le nomma Nosema bombycis mais 1’assimila a une levure. En 1882, Balbiani, au vu des
divergences morphologiques, suggéra de le classer dans un nouvel ordre : Microsporidia, dont les
membres sont : « des organismes caractérisés par la petitesse de leurs spores comparée a celle des
autres sporozoaires ». Pour tenir compte de leur trés grande diversité, un phylum leur fut attribué
par Sprague en 1971. Ces microsporidies sont des microorganismes pathogeénes d’une trés grande
diversité, regroupant plus de 1200 especes qui divergent aussi bien par leur morphologie et leur
cycle de développement, que par le large spectre d’hdtes susceptibles d’étre infestés. Ces parasites
intracellulaires obligatoires sont des eucaryotes unicellulaires producteurs de spores (stade de
résistance et de dissémination) qui partagent une méme stratégie d’invasion faisant intervenir une
structure spécifique, le tube polaire. Des microsporidies ont ¢ét¢ mises en évidence dans
pratiquement tous les groupes du régne animal : protozoaires, helminthes, arthropodes, oiseaux,
poissons et mammiféres. Leur impact sanitaire sur les animaux d’élevage peut étre majeur. Chez les
mammiferes, dont I’homme, les microsporidioses, bien que souvent asymptomatiques, peuvent
s’avérer dramatiques en particulier dans des contextes de co-infection ou d’individus
immunodéprimés. Ainsi leur impact économique sur les élevages d’animaux, la prévalence
importante dans la population humaine (de 2 a 22 % selon les études (Didier, 2005)) et I’issue fatale
de plusieurs cas chez des patients atteints de SIDA ont fait évoluer le statut des microsporidies de

curiosités biologiques a celui de pathogénes en émergence.

1.1. Un phylum fortement diversifié

Le phylum Microsporidia comprend des organismes unicellulaires eucaryotes, tous parasites

intracellulaires obligatoires, répartis en 143 genres et plus de 1200 espéces (Vavra et Larsson,

9
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1999). Ces microorganismes se caractérisent par la présence dans la spore d’un dispositif infectieux
original, constitu¢ par le tube polaire et ses annexes (capuchon polaire, polaroplaste, vacuole
postérieure). La dévagination extrémement rapide de ce tube, de 1’ordre de quelques millisecondes
(Frixione et al., 1992), assure I'expulsion de 1’élément infectieux ou sporoplasme (constitué¢ du
noyau et des composants cytoplasmiques de la spore) et permet son inoculation dans la cellule-hote.
Bien que partageant un mode de vie obligatoirement parasite intracellulaire et une stratégie
commune d’invasion, les microsporidies forment un groupe hautement diversifié. En effet, elles
présentent des variations au niveau de leurs morphologies (taille et forme de la spore, épaisseur de
la paroi, nombre de noyaux, nombre d’enroulements du tube polaire) aussi bien entre espéces qu’au
sein d’une méme espece chez des hotes différents (Dunn et Smith, 2001). Une trés grande diversité
est également présente au niveau de la taille des génomes, de 2,3 Mpb pour Encephalitozoon
intestinalis a 19,5 Mpb pour Glugea atherinae, ainsi qu’au niveau du nombre de
chromosomes allant de 8 a 18 (Biderre et al., 1995). Le cycle de développement présente aussi de
grandes disparités a la fois dans son contexte (développement directement au contact du cytoplasme
de la cellule-hote ou bien a I'intérieur d’une vacuole parasitophore) que dans son déroulement
(mérogonie par scission binaire ou bien formation d’un plasmode plurinucléé, nombre de division
au cours de la sporogonie). De plus, la mise en évidence de formes monocaryotiques et
diplocaryotiques chez les microsporidies du genre Amblyospora (Hazard et Brookbank, 1984), ainsi
que la présence de complexes synaptonémaux suggerent 1’existence d’un cycle sexuel. Cette grande
variabilité est également retrouvée dans le spectre d’hotes, avec des espéces spécifiques d’un seul et
unique hote et d’autres véritablement ubiquistes. Ainsi, la classification historique des
microsporidies qui a reposé bien souvent sur des variations phénotypiques, souvent observées sur
un seul type de spores et chez un hote unique, a pu conduire a une redondance au sein du phylum en
référencant plusieurs fois une méme espece dont le polymorphisme n’avait pas été¢ appréhendé. De
plus, la description incompléte du cycle de développement de certaines espéces, a nécessité la
création d’un genre spécifique, Microsporidium, pour regrouper ces espéces en attente de

classification.

1.2.Une phylogénie controverseée : d’'eucaryotes

primitifs a champignons atypiques

Le positionnement des microsporidies dans I’arbre du vivant a longtemps été sujet a débat. Tout
d’abord considérées comme des levures par Négeli, les microsporidies furent ensuite classées parmi

les plus primitifs des eucaryotes (Cavalier-Smith, 1998) au vu de ’absence d’organites considérés

10






Microsporidies

comme quasi-universels chez les autres eucaryotes (mitochondrie et peroxysome) et de la présence
d’un appareil de Golgi tres atypique (réseau tubulaire sans présence d’empilement de citernes).
D’autres données appuyerent cette origine primitive comme les coefficients de sédimentation des
ribosomes similaires a ceux des procaryotes (Ishihara et Hayashin, 1968 ; Curgy et al., 1980) et les
résultats des premicres études de phylogénie moléculaire basées sur les génes de I’ARNT, et des
facteurs d’¢élongation EF-1a et EF-2 (Vossbrinck et al., 1987 ; Kamaishi et al., 1996). Cependant, a
partir de 1997, I’identification de séquences codantes pour des protéines de stress adressées aux
mitochondries (HSP70) permet d’envisager une autre hypothése d’évolution des microsporidies :
une évolution régressive avec perte secondaire des mitochondries (Hirt et al., 1997 ; Germot et al.,
1997 ; Peyretaillade et al., 1998). Des études phylogéniques récentes, portant sur la grande sous-
unitée de I’ARN ribosomique, sur I’a- et la B- tubuline et sur plusieurs dizaines de protéines (van de
Peer et al., 2000 ; Keeling et Fast, 2002 ; Thomarat et al., 2004), dressent le portrait d’un eucaryote
dont la vitesse d’évolution est rapide, et dont les geénes sont sujets a une forte réduction de taille. De
plus, ces études conduisent a considérer désormais les microsporidies soit comme une lignée qui
aurait émergé des champignons, soit qui leur serait fortement apparentée. Ces analyses
phylogéniques sont concordantes avec certaines particularités physiologiques qui sont partagées par
les microsporidies et les champignons (Weiss et Vossbrinck, 1999) : appariement des noyaux en
dicaryons chez certains genres, mitoses fermées avec présence de plaques polaires semblables a
celles des levures (Vavra, 1976b ; Vivargs et al., 1977), présence de tréhalose et de chitine dans la
spore (Vavra, 1976a). Les premicres analyses contradictoires de phylogénie moléculaire, qui
conclurent toutes a une origine primitive des microsporidies, peuvent s’expliquer par la rapide
évolution des genes de ’ARNr et des facteurs d’élongation, conduisant a des séquences tres
divergentes, et donc propices au phénomeéne d’attraction des longues branches, responsable de

constructions phylogéniques aberrantes (van de Peer et al., 2000).

1.3. Un large spectre d'hétes et une pathogénicité

variée

Le spectre d’hotes des microsporidies englobe la quasi-totalité des groupes animaux (Canning et
Lom, 1986 ; Canning, 1993). En dépit de I’impact sanitaire majeur que constituent les
microsporidioses sur les élevages de poisson (Lom et Nilsen, 2003) et d’arthropodes (pébrine pour
la sériciculture, « cotton shrimp disease » pour la crevetticulture), ce sont les microsporidioses
humaines qui sont les mieux décrites dans la littérature. En effet, alors que les microsporidies

peuvent infecter des sujets immunocompétents (van Gool et al., 1994 ; Bryan et al., 1997 ; Raynaud
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Tableau 1. Microsporidioses humaines et manifestations cliniques d’aprés Franzen et Muller
(2001). Les especes notées (1) n’ont été mises en évidence que chez des patients atteints de SIDA

alors que celles notées (2) n’ont été identifiées que chez des individus immunocompétents.
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et al., 1998), la majorité des cas concerne des patients immunodéprimés (patients atteints de SIDA,
ou soumis a des drogues immunosuppressives) chez qui les microsporidies provoquent des
pathologies diverses (tableau 1) pouvant conduire au décés (Desportes-Livage, 1996 ; Muller et al.,
2001).

La prévalence des microsporidies dans la population générale est difficile a appréhender car les
résultats des études portant sur des sujets non infectés par le HIV donnent des résultats variables
selon I’espéce recherchée et la technique employée. Certaines ¢études se basent sur la recherche
d’anticorps anti-microsporidiens comme reflet d’une infection passée ou en cours et établissent une
prévalence allant de 1,3 a 22 %. Les cohortes analysées ont été sélectionnées parmi des donneurs de
sang, des femmes enceintes, des employés d’abattoir et des patients atteints de diarrhées chroniques
(van Gool et al., 1997 ; Kucerova-Pospisilova et Ditrich, 1998 ; Enriquez et al., 1998 ; Del Aguila
et al., 2001 ; Kucerova-Pospisilova et al., 2001). D’autres travaux ont recherché directement le
parasite (par PCR ou microscopie) et donnent des valeurs voisines, entre 3,3 et 17,4%, pour une
population d’enfants, de personnes dgées et de voyageurs tropicaux (Valperga et al., 1999 ; Muller
etal., 2001 ; Lores et al., 2002). Le caractére opportuniste de ce parasite, I’augmentation du nombre
de patients immunodéprimés, le développement de meilleurs moyens de détection et une vigilance
accrue a leur encontre nous fait considérer, aujourd’hui, les microsporidies comme de véritables

pathogenes en émergence.

1.4. Encephalitozoon cuniculi, wune microsporidie

modele

En 1922, Encephalitozoon cuniculi a été la premiére microsporidie décrite chez un mammifére. Elle
fut isolée dans le systéme nerveux et les reins d’un lapin atteint de paralysie motrice (Wright et
Craighead, 1922). Par la suite, elle fut fréquemment rencontrée chez un grand nombre de
mammiferes dont les rongeurs, les lagomorphes, les carnivores, les ruminants et les primates. En
1959, la présence d’E. cuniculi a été clairement décrite dans le premier cas de microsporidiose
humaine (Matsubayashi et al., 1959). Son cycle de développement simple, a un seul hote et sans
forme sexuée a permis la mise au point d’une culture stable sur cellules de mammifére en 1969 par
Shadduck. En 2001, la publication du génome d’E. cuniculi a montré sa forte compaction et sa
réduction de taille (Katinka et al., 2001). L’étude de ce génome « minimal » permet d’apporter des
réponses a I’adaptation des microsporidies au parasitisme, et peut constituer un modele simple pour
I’étude comparée de parasites plus complexes (en particulier les membres du groupe des

apicomplexa).
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Figure 1. Schéma et photographie en microscopie électronique a transmission (MET) d’une spore
d’E. cuniculi. Sur le schéma, les deux feuillets de la paroi sont représentés par un trait noir pour

[’exospore et une région blanche pour [’endospore.
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1.4.1. Structure de la spore

La spore mature d’E. cuniculi est de taille réduite, de 2,0 a 2,5 um sur 1,0 a 1,5 um. Elle est
protégée par une paroi épaisse qui enveloppe un sporoplasme contenant un noyau et un cytoplasme

au sein duquel se structure I’ensemble de ’appareil invasif (figure 1).

1.4.1.1.  L’élément infectieux : le sporoplasme
Le sporoplasme est I’élément infectieux et pénetre dans la cellule-hote lors de I’infestation. Il est
constitué du noyau, du polaroplaste (cf chapitre 1.4.1.2. L’appareil invasif) et des composants
cytoplasmiques. Comme toutes les microsporidies, le cytoplasme d’E. cuniculi se caractérise par
une trés grande richesse en ribosomes et d’une absence de mitochondrie ou de peroxysome. Si
certains ¢léments membranaires peuvent étre qualifiés sans aucun doute de réticulum
endoplasmique granuleux, d’autres pourraient simplement n’étre que des vacuoles d’endo- ou
d’exocytose (Vavra et Larsson, 1999). Quant a 1’appareil de Golgi, son existence a longtemps été
débattue car sa nature est tres atypique. En effet, il ne se présente pas sous la forme classique d’un
empilement de citernes plates. Cependant, il est désormais admis qu’il est constitué d’un réseau
tubulaire présent chez les stades jeunes et porteur d’activités enzymatiques classiquement
associées au Golgi (thiamine pyrophosphatase et nucléoside diphosphatase) (Vavra, 1968 ;

Takvorian et Cali, 1994 ; Sokolova et al., 2001a ; Sokolova et al., 2001b).

1.4.1.2. L’appareil invasif

Les microsporidies se caractérisent par un appareil d’infestation original qui est constitué¢ de quatre
¢léments : le tube polaire, le capuchon polaire, le polaroplasme, et la vacuole postérieure.

Le tube polaire est le composant principal de I’appareil d’invasion. Il s’agit d’une structure
tubulaire enroulée dans le cytoplasme de la spore (entre cinq et six enroulements dans le cas d’E.
cuniculi), dont la formation débute chez le sporoblaste’ a partir du réticulum endoplasmique et des
vésicules golgiennes (Vavra, 1976a). Trois protéines structurales (PTP1, PTP2 et PTP3) ont été¢
mise en évidence chez E. cuniculi (Delbac et al., 1998b ; Delbac et al., 2001 ; Peuvel et al., 2002).
Le tube polaire vient se connecter au capuchon polaire qui est situ¢ au pole apical de la spore, a
proximité d’une région pariétale moins épaisse. C’est a son niveau que la paroi se rompt lors de la
dévagination du tube polaire. Le polaroplaste est un systtme membranaire volumineux dans la
spore (pouvant constituer jusqu'a un tiers du volume sporal). Il est constitué¢ d’une région lamellaire
formée par ’empilement régulier de saccules tres aplatis et limités par une membrane peu €paisse,
et d’une région vésiculaire dense aux électrons. Lors de la germination de la spore et du passage du

sporoplasme dans le tube polaire, le polaroplaste serait transféré simultanément de manicre passive

! Sporoblaste : dernier stade de développement du parasite avant formation de la spore 13
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Figure 2. Schéma du cycle de développement d’E. cuniculi. Le développement du parasite débute
par la division du sporoplasme juste apres son internalisation, et a lieu au sein d’une vacuole
parasitophore dont [’origine membranaire n’est pas établie (Fasshauer et al., 2005). On peut
diviser ce cycle en une phase de multiplication rapide (mérogonie) et une phase de différenciation
(sporogonie) conduisant a la formation de spores matures. Ces spores sont finalement libérées,

ainsi que tous les autres stades, lors de |’éclatement de la cellule-hote.
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pour former la membrane limitante du sporoplasme libéré a I’extérieur de la spore (Weidner et al.,
1984). La vacuole postérieure est une structure claire aux électrons, située au pdle basal de la spore,

sa formation a partir de vésicules golgiennes intervient tardivement au cours de la sporogonie.

1.4.1.3. Laparoi : protection de la spore et interface hote-parasite
Mise en place trés tot au cours du cycle de développement du parasite (dés le stade sporonte'), la
paroi joue un réle majeur dans la protection de la spore contre les stress environnementaux,
permettant une survie a long terme de la spore aprés sa libération par éclatement des cellules-hotes
(Shadduck et Polley, 1978 ; Koudela et al., 1999). 11 s’agit d’une épaisse structure rigide, de nature
protéo-chitineuse, constituée de deux couches, I’endospore et I’exospore. La partie la plus interne
de I’endospore semble étre en contact treés étroit avec la membrane cytoplasmique car ce contact
demeure méme aprés la libération du sporoplasme, celui-ci se dotant d’une nouvelle membrane
plasmique en provenance du polaroplaste (Undeen et Frixione, 1991). Des données ultrastructurales
de la paroi microsporidienne sont commentées dans la troisieme partie de cette analyse

bibliographique.

1.4.2. Cycle et stades de développement

Le cycle de développement d’E. cuniculi (figure 2) comme toutes les espéces du genre
Encephalitozoon, est un cycle direct asexuel qui se déroule dans une vacuole parasitophore a
I’intérieur de la cellule-hdte. Il est constitué de deux étapes : une intense phase de prolifération
(mérogonie) et une étape de différenciation (sporogonie). Le développement du parasite au sein de
la vacuole parasitophore se fait de fagon centripete, les stades les plus jeunes étant dans la région
périphérique de la vacuole, alors que les spores matures sont retrouvées dans la région centrale de
celle-ci.

Le méronte est le premier stade issu de la division du sporoplasme, il s’agit d’une cellule de forme
allongée, a large noyau qui se multiplie par simple fission binaire, et dont le cytoplasme, trés riche
en ribosomes, est trés opaque aux électrons. Les mérontes restent en contact étroit avec la
membrane de la vacuole parasitophore durant tout le cycle de développement. La transition avec le
sporonte est caractérisée par le dépot a sa périphérie de matériel dense aux électrons, ainsi que par
le détachement du parasite de la membrane de la vacuole (Pakes et al., 1975). Les jeunes sporontes
sont donc des stades libres dans la vacuole. Ils sont de forme allongée et vont s’arrondir durant leur
développement. Parallelement, le contenu cellulaire va commencer a s’organiser (début de
formation du polaroplaste, accroissement de la densité du cytoplasme) et la paroi va poursuivre sa

formation en s’épaississant. Finalement, les sporontes subissent une division cellulaire qui va

! Sporonte : stade de développement du parasite marquant la fin de la phase de multiplication et son engagement 14
dans celle de différenciation conduisant a la spore mature
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Figure 3. Les différentes voies d’entrée possibles des spores d’ E. cuniculi (a) dans des cellules
épithéliales. L’adhésion de la spore est suivie de la dévagination du tube polaire et la pénétration
du parasite par la membrane apicale de la cellule (b). Des spores encore dans la vacuole
parasitophore, peuvent infester secondairement leur cellule hote ainsi que les cellules adjacentes
(c) ou bien un autre tissu (d). La pénétration basolatérale se ferait par insinuation du tube polaire
au niveau des jonctions intercellulaires (e). Enfin, une internalisation par endocytose directe de la

spore (f) ou du sporoplasme (g) est aussi envisagée (d apres Vivares et Méténier, 2001).
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conduire a la formation de deux sporoblastes. Ceux-ci sont caractérisés par le début de formation du
tube polaire, jusqu’alors indifférenci¢ sous forme de vésicules et par 1’accroissement de la
complexité¢ cytoplasmique (organisation du polaroplaste en région lamellaire et vésiculaire,
apparition de la vacuole postérieure). Il semble clair que ce stade ne se divise plus. Il poursuit sa
maturation par la formation compléte de I’endospore ainsi que par une réduction de taille qui

conduira finalement a la production d’une spore mature.

1.4.3. L’invasion cellulaire : hypotheses pour un
mécanisme original

Le mécanisme par lequel le sporoplasme envahit la cellule-hote demeure sujet a débat et deux
hypothéses sont proposées pour expliquer I’invasion cellulaire.
L’hypothese classique pour la pénétration du parasite fait intervenir le tube polaire qui joue le role
de I’aiguille d’une seringue. Des constituants présents au niveau de la paroi de la spore pourraient
étre impliqués dans une éventuelle reconnaissance tissulaire (Bohne et al., 2000) et dans 1’initiation
du processus d’invasion. La nature de ces interactions n’est pas connue mais elles pourraient étre le
stimulus qui, au contact du tissu épithélial, déclencherait un influx d’eau dans la spore et induirait
I’augmentation de la taille de la vacuole postérieure, ce qui conduirait a I’augmentation de la
pression osmotique intrasporale. Cet accroissement de la pression provoquerait 1’extrusion rapide
du tube polaire au niveau du capuchon polaire (Frixione et al., 1992). Deux origines possibles a
cette augmentation de pression osmotique sont proposées : d’une part la création d’un gradient de
protons a partir de 1’environnement alcalin autour de la spore (Dall, 1983), ou bien la conversion
des réserves de tréhalose en glucose (Undeen et Vander Meer, 1999). 11 a aussi ét¢ montré que des
flux d’ions Ca®" joueraient un role dans la dévagination du tube polaire (Pleshinger et Weidner,
1985). Grace a I’inertie de sa dévagination, le tube polaire traverse la membrane plasmique de la
cellule hote et le sporoplasme transite au travers du tube jusqu’au cytoplasme dans lequel va se
former la future vacuole parasitophore. Les membranes nécessaires au transfert du sporoplasme
ainsi que la membrane plasmique sont fournies par le polaroplaste (figure 3a a 3e).
D’autres modéles ont été proposés pour expliquer le processus invasif car des données
expérimentales ne concordent pas avec le modele classique d’invasion cellulaire. Ces hypotheses
alternatives font intervenir directement la paroi. En effet, la vélocité du tube polaire lors de sa
dévagination n’est pas suffisante pour lui permettre de traverser la membrane plasmique de la
cellule hote. Des auteurs font ainsi intervenir une internalisation directe par endocytose de la spore

(Foucault et Drancourt, 2000) ou du sporoplasme (figure 3f et 3g). D’autres suggérent que le tube
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Figure 4. Reconstruction du métabolisme et des transports dans E. cuniculi, a partir de [’analyse
de la séquence du génome. Le parasite est représenté dans une vacuole parasitophore (PV) au sein
du cytoplasme de la cellule hote. Les points d’interrogation correspondent aux incertitudes

concernant le devenir du pyruvate et la nature des messagers secondaires des voies de transduction

de signaux (Katinka et al., 2001).
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polaire est une adaptation pour une cellule non mobile pour interagir avec des cellules plus ou

moins distantes (Vivares et Méténier, 2001).

1.4.4. Un génome eucaryote minimal

Les premiers travaux portant sur le génome nucléaire d’E. cuniculi ont mis en évidence sa
remarquable petitesse, la taille de son génome haploide étant d’environ 2,9 Mpb et réparti sur 11
chromosomes linéaires de 217 a 315 kb (Biderre et al., 1995). Cette taille est bien inféricure a celle
du génome de nombreuses bactéries (E. coli : 4,6 Mpb) et bien plus petit que celui du champignon
unicellulaire Saccharomyces cerevisiae (12,5 Mpb). Avec I’espéce voisine Encephalitozoon
intestinalis (2,3 Mpb), ils font partic des plus petits génomes ecucaryotes connus. Les
caractéristiques majeures du génome d’E. cuniculi sont sa compaction et une réduction de taille qui
s’opére a tous les niveaux (Katinka et al., 2001). Au niveau de sa structure générale le génome est
simplifié : peu de familles multigéniques et de séquences répétées, absence de minisatellites et
d’¢léments transposables, ainsi qu’une distance intergénique extrémement raccourcie (129 bp en
moyenne). Au niveau du nombre de génes, I’annotation a mis en évidence un nombre réduit de
séquences codantes (environ 2000 CDS dont 1909 non redondants) avec une perte de genes
conduisant a la simplification ou bien a la disparition de voies métaboliques enti¢res (par exemple :
absence totale de syntheése d’acides gras, absence de chaine respiratoire, biosynthése des acides
aminés limitée a deux geénes). Les génes présentent une quasi-absence d’introns (seulement 13).
Enfin, cette réduction se retrouve au niveau de la séquence des protéines, dont la longueur moyenne
est de 360 acides aminés, avec seulement six protéines dépassant les 2000 résidus. La comparaison
de 350 protéines avec leurs homologues chez S. cerevisiae a montré une réduction de taille
d’environ 15%, située principalement dans les domaines régulateurs (communication personnel E.
Cornillot). L’annotation de ce premier génome de parasite a permis d’attribuer une fonction a 44%
des séquences codantes, permettant de reconstruire son métabolisme (figure 4).

La disponibilité¢ dans les banques de données publiques de ce génome et I’exploitation de ces
données a ouvert le champ a la post-génomique (revue Texier et al., 2005). Cela a permis, en
particulier, de mettre en évidence la simplification des voies métaboliques en liaison avec le mode
de vie parasitique ainsi que I’importance des échanges avec la cellule-hote (Cornillot et al., 2002).
La disponibilit¢ du génome a également permis d’effectuer une analyse phylogénique sur
I’ensemble des protéines du génome, s’affranchissant de la subjectivité du choix des protéines
soumises a I’analyse (Thomarat et al., 2004). De maniére plus générale, I’utilisation des orthologues
réduits d’E. cuniculi peut, dans un contexte de génomique comparative, aider a discriminer entre les

régions essentielles et non essentielles des protéines. Cette stratégie a été appliquée avec succes
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pour déterminer les domaines catalytiques d’enzymes (application aux mécanismes de mRNA
capping par Hausmann et al., 2002) et, de méme, pour résoudre la structure tridimensionnelle

d’enzymes conservées (Fabrega et al., 2004).

Cependant, aussi puissantes que soient les données issues de la recherche en génomique, « la réalité
cellulaire est plus complexe que les potentialités du noyau seul » (Anderson et Anderson, 1998) et
de nombreuses questions restent en suspens : quand, ou et comment s’exprime une protéine ? Avec
quel(s) autre(s) acteur(s) cellulaire(s) interagit-elle ? De plus, la génomique ne nous apporte aucune
réponse sur les 56% de genes pour lesquels aucune fonction n’a pu étre déterminée par homologie
de séquence. Seule I’analyse des éventuels produits de ces geénes pourrait nous guider vers la
détermination d’une fonction. L’étude du génome comporte donc des limites, dues notamment a
I’écroulement du dogme « un géne = une protéine = une activité ». En effet, de nombreux niveaux
de controle rendent I’expression et ’activité d’une protéine plus subtiles : contexte spatio-temporel,
modifications co- et post-traductionnelles, conditions physico-chimiques, interactions (autres
protéines, acides nucléiques, substrats). Ceci ouvre donc la voie a la post-génomique, regroupant
I’ensemble des analyses susceptibles, en s’appuyant sur les données de génomique, de décrire le
résultat de ces régulations. Seule I'¢tude directe des protéines a 1’échelle de la cellule, dans un
contexte donné, constitue une description dynamique de la régulation des genes et oriente vers la
compréhension de la fonction protéique. Il apparait donc clairement que la compréhension globale
de systémes biologiques, dans un contexte de post-génomique, nécessite deux approches qui sont

indispensables et complémentaires : I'é¢tude du génome et celle du protéome.
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2. LA PROTEOMIQUE : un outil d’analyse

post-génomique applicable aux parasites

unicellulaires

Le terme « protéome » est né durant ’année 1994 dans plusieurs congrés pour désigner la totalité
des protéines exprimées par un génome dans 1’espace et dans le temps. Il s’agit donc, contrairement
au génome, d’une image dynamique dépendant du tissu, du stade de développement et des
conditions environnementales dans lesquelles 1’organisme se situe. La protéomique qui constitue
donc I’analyse du protéome, regroupe plusieurs champs d’investigation qui ont un méme objectif :
obtenir une vision globale et intégrée des processus biologiques par 1’étude globale des protéines
d’une cellule plutét que de chacune individuellement. Ceci inclut non seulement une identification
des protéines exprimées mais aussi 1’¢lucidation de leur fonction et de leur localisation, les
interactions protéines-protéines ainsi que 1’étude des modifications post-traductionnelles.

La difficulté premiere de ’analyse d’un protéome est la nature méme de I’échantillon étudié, qui est
un mélange complexe de protéines. Ainsi, historiquement, 1’analyse protéomique s’est appuyée sur
la technique de séparation protéique la plus discriminante disponible, qui a I’époque était
I’¢lectrophorese bidimensionnelle (2D-PAGE). Développée en 1970 (Kenrick et Margolis, 1970),
cette technique permet de séparer efficacement les différentes protéines d’un extrait biologique. Dés
ses premicres applications, en 1975, elle mettait en évidence sa forte capacité résolutive (Scheele,
1975) s’illustrant par une carte protéique ou s’individualisaient prés de 1100 protéines majeures
d’Escherichia coli (O'Farrell, 1975), ou bien plusieurs centaines a partir de tissus de souris (Klose,
1975).

Dans le but de pouvoir identifier ces protéines, la premiere technique utilisée fut un séquencage
protéique par dégradation d’Edman, technique fiable et automatisable mais lente et assez peu
sensible. Elle est désormais supplantée par une technologie plus rapide et beaucoup plus sensible,
automatisable et adaptable a I’analyse haut-débit, la spectrométrie de masse qui est issue de
I’analyse chimique. Elle permet d’obtenir la masse d’ions moléculaires, avec une précision
inférieure au Dalton, et donc de discriminer des molécules de masses moléculaires méme trés
proches. C’est grace a un ensemble de progres technologiques tels que la possibilité d’ioniser des
protéines (Tanaka et al., 1988 ; Fenn et al., 1989) ou la disponibilité croissante des bases de

données nucléiques, qu’a partir de 1993, différents auteurs ont fait évoluer cette technique (Henzel
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etal., 1993 ; Mann et al., 1993 ; Pappin et al., 1993 ; James et al., 1993 ; Yates et al., 1993). Ils ont
pu corréler les informations provenant des spectres de masse peptidique avec les séquences
protéiques déduites des génomes, conduisant a I’identification des protéines présentes dans les spots
d’une électrophorése bidimensionnelle.

Parallelement a ces analyses d’identification par spectrométrie de masse, d’autres technologies qui
ne seront pas décrites ici, ont été développées pour étudier les interactions protéiques au sein du

protéome : phage display, puces a protéines, double hybride en levure.

2.1. La protéomique : a quelles fins ?

La protéomique se décline généralement en plusieurs stratégies.

2.1.1. La protéomique descriptive

Le but de la protéomique descriptive est de fournir une image de l’ensemble des protéines
exprimées pour une cellule, un tissu ou un organisme donné (Payne et Garrels, 1997 ; Florens et al.,
2002). Elle permet d’obtenir une vision globale des protéines exprimées par un type cellulaire pour
des conditions données. Mais elle peut aussi €tre appliquée, non pas a une cellule entiére, mais a un
compartiment cellulaire, ce qui constitue un sous-protéome c'est-a-dire 1’ensemble des protéines
contenues dans une fraction cellulaire (membrane, noyau, organelles, cytosol). Tout compartiment
de la cellule pouvant étre purifié, sans étre altéré, peut étre 1’objet de ce type d’étude. En plus de
fournir une image des protéines présentes dans un organite donné, ces études apportent une
information sur la localisation des protéines identifiées, ce qui constitue une approche intéressante
pour permettre 1’attribution de fonction a des protéines hypothétiques. A contrario, 1’identification
de protéines a fonction connue, associées a certains organites permet de mieux comprendre le role
de ceux-ci dans la biologie de la cellule. L’ensemble des données fournies par la protéomique
descriptive représente donc un instantané des protéines exprimées dans des conditions et a un temps
donnés. Ces résultats peuvent étre représentés par une carte protéique, c’est-a-dire par la liste des
protéines identifiées, associée aux spots protéiques correspondant sur une électrophorese
bidimensionnelle. Ils apportent les clés, en identifiant les acteurs protéiques, d’une meilleure
compréhension de la physiologie de 1’entité biologique étudiée.

D’autre part, les résultats fournis par la protéomique descriptive permettent d’avoir, dans un
contexte de post-génomique, un retour critique sur 1’annotation des génomes séquencés. Ils

permettent de valider I’existence d’un géne prédit et d’identifier des séquences codantes non
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prédites par I’annotation des génomes (Oshiro et al., 2002). Ils permettent aussi de résoudre certains
problémes de prédiction bioinformatique tels que le choix des limites des séquences codantes
(notamment le choix de la méthionine initiatrice), ainsi que la prédiction d’éventuels séquences

introniques.

2.1.2. La protéomique différentielle

Il s’agit d’étudier I’expression des protéines de tissus ou d’organismes entre deux conditions
différentes et de déterminer les variations d’expression protéique de maniére qualitative et
quantitative. Ces résultats permettent d’établir une liste de protéines dont I’expression est variable :
absence, sous- ou sur-expression entre les deux conditions. Par exemple, ceci permet de définir des
variations d’expression de protéines en fonction du stade de développement (Florens et al., 2002),
en réponse a la présence de drogue (Cooper et Carucci, 2004) ou a un stress environnemental (Yin
et al., 2004). De fagon générale cette approche permet d’éclairer sur les variations des mécanismes

physiologiques de la cellule en réponse directe a une situation donnée.

2.1.3. La protéomique fonctionnelle

Ici, le but est de pouvoir élucider les interactions entre protéines, pour établir des réseaux
d’interaction, de facon a mieux appréhender leurs fonctions et leurs régulations. Des technologies
comme le double hybride (Uetz et al., 2000 ; Sprinzak et al., 2003) ou les biopuces a protéines
(Service, 2005) permettent de résoudre ces questions. Cependant, ces outils ne sont développés que
chez la levure, ce qui oblige I’analyse des interactions protéine-protéine a étre effectuée en systeme
hétérologue, et avec un nombre limité de partenaires. Une technologie alternative, applicable aux
organismes génétiquement transformables, repose sur une stratégie par spectrométriec de masse
permettant une analyse a posteriori de ces interactions. Un géne d’intérét est marqué par
recombinaison homologue. La protéine exprimée interagit dans la cellule de maniere native avec ses
partenaires et dans les bonnes conditions physicochimiques (localisation cellulaire respectée). Les
complexes protéiques associés a la protéine marquée sont extraits et analysés par spectrométrie de
masse. Cette stratégie a permis de déterminer plus de 200 complexes chez la levure Saccharomyces

cerevisiae, conduisant a I’annotation de 231 protéines a fonction inconnue (Gavin et al., 2002).
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2.1.4. La protéomique structurale

Le but de la protéomique structurale est de déterminer la relation entre la structure et la fonction
d’une protéine, en particulier par la résolution de sa structure tridimensionnelle. Celle-ci est
déterminée par des approches expérimentales, comme la radiocristallographie ou la spectrométrie a
résonance magnétique nucléaire. Des travaux proposent des outils permettant de prédire une
fonction protéique sur les bases de 1’analyse de la comparaison de sa structure tridimensionnelle a
celles connues (Jung et Lee, 2004). De plus, cette structure peut étre utilisée pour interroger les
réseaux d’interactions protéiques permettant de valider les interactions proposées. Cependant, cette
analyse n’est pas compatible avec des études a grande échelle et constitue toujours, malgré le
développement de plateformes de cristallisation, un goulot d’étranglement. Des solutions sont
proposées pour lever ce probléme. La stratégie retenue pour le projet de génomique structurale de la
levure passe par 1’automatisation des procédures d’obtention des cristaux protéiques (Leulliot et al.,
2005). D’autres travaux proposent des outils informatiques permettant aussi bien la prédiction de

structures déja connues que totalement nouvelles (Liu et Hsu, 2005).

2.1.5. L’analyse des modifications post-
traductionnelles

Une protéine n’est mature et active qu’apres plusieurs étapes complexes de modifications post-
traductionnelles. Pouvoir obtenir des informations sur ces modifications est essentiel pour
comprendre les régulations, la localisation et la fonction d’une protéine. Actuellement, le grand
intérét porté a 1’étude de ces modifications a conduit a envisager leur analyse pour 1’ensemble du
protéome dans le but d’obtenir une vision globale des régulations cellulaires. On parle donc, par
exemple, de glycoprotéomique pour désigner I’analyse de 1’ensemble des glycoprotéines de la
cellule, et de phosphoprotéomique pour 1’étude des protéines phosphorylées.
Plusieurs stratégies ont été proposées pour mener ces études. D’une part, des protocoles
d’extractions permettent d’enrichir un extrait protéique en protéines porteuses d’un type de
modification (Tajiri et al., 2005). D’autre part, ces modifications sont appréhendées directement par
spectrométrie de masse dont la sensibilité¢ (au dixieme de Dalton) permet d’en déterminer avec
précision la nature. Mais cela nécessite le développement de protocoles préparatoires et

d’identification spécifiques (Sagi et al., 2005).
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2.2. Principes de I|'analyse protéomique basée sur

|’électrophorése bidimensionnelle

Les stratégies d’analyse protéomique basée sur 1’électrophorése bidimensionnelle (ou approche
classique) reposent sur trois grandes étapes critiques : I’extraction des protéines d’un échantillon
biologique, leur séparation par électrophorése bidimensionnelle et leur identification par
spectrométrie de masse (figure 5). Une revue globale des protocoles et des avancées pour

I’électrophorése 2D-PAGE est disponible (Gorg et al., 2004).

2.2.1. L’extraction protéique

La qualité de I’extraction protéique est un point majeur de toute analyse protéomique, elle doit étre
effectuée dans des conditions de travail strictement controlées de maniere a minimiser les
contaminations par la kératine. L’extraction a pour but de solubiliser le plus grand nombre possible
de protéines, en ¢liminant les liaisons entre elles (liaisons ioniques, hydrogene, hydrophobes et
ponts disulfure) ou avec d’autres molécules biologiques (lipides, acides nucléiques). Elle doit
permettre aussi de limiter leur dégradation et/ou modification par des enzymes et des réactions
chimiques. Le tampon d’extraction joue également un rdle aprés le dépot de I’extrait protéique sur
le gel de premiére dimension, en limitant la précipitation des protéines durant
I’isoélectrofocalisation (IEF), tout en aidant au maintien de la charge globale des protéines.

De nombreux protocoles ont été proposés pour s’adapter au matériel biologique étudié. Cependant,
I’étape d’extraction se doit d’étre la plus simple possible pour accroitre la reproductibilité. Cette
extraction se fait classiquement en présence de chaotropes (urée, thiourée), d’agent réducteur (DTT,
B-mercaptoethanol) et de détergents (CHAPS, Triton X-100, SDS a faible concentration) (Rabilloud
et al., 1997), et peut étre complétée par des traitements mécaniques (cycles de congélation /
décongélation, sonication, broyage). Toutefois, I’emploi du SDS et du CHAPS comme détergent
n’est pas suffisant pour permettre une extraction satisfaisante des protéines transmembranaires. Des
détergents non ioniques ont donc été développés spécifiquement pour accroitre la solubilisation des
domaines hydrophobes, tout en conservant aux protéines leur charge ionique (Chevallet et al.,
1998). Les composés les plus efficaces sont des sulfobétaines de type zwitterion, les deux plus

utilisés étant le SB 3-10 et I’ASB14 (Molloy, 2000).

2.2.2. De I’extrait protéigue aux spots protéiques

2.2.2.1.  Séparation sur gel 2D-PAGE des protéines extraites
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Bien que de nouvelles technologies de spectrométrie de masse permettent de s’affranchir de la
séparation des protéines sur gel (voir le chapitre 2.4.2. Vers une protéomique sans électrophorese),
celle-ci reste encore pour la majorité des études une étape cruciale. La séparation la plus résolutive
couramment utilisée est 1’électrophorése bidimensionnelle ou les protéines sont séparées dans un
premier temps selon leur point isoélectrique lors de I’isoélectrofocalisation (ou IEF), puis selon leur
masse (SDS-PAGE). Cependant, depuis sa mise au point en 1975 par O’Farrell, cette technique a
connu des apports non négligeables. L’un d’entre eux a ¢été [utilisation de gel
d’isoélectrofocalisation a gradient de pH immobilisé (Bjellqvist et al., 1982 ; Gorg et al., 2000),

permettant d’obtenir une bonne reproductibilité entre plusieurs gels.

2.2.2.2.  Visualisation des spots protéiques
La derniére étape de I'électrophorése 2D consiste a détecter les spots protéiques par coloration des
gels. Plusieurs procédés de sensibilité différente existent et sont choisis en fonction de I'utilisation
ultérieure des gels 2D. Le bleu de Coomassie permet de détecter un minimum de 100 ng de protéine
par spot et présente 1'avantage de donner une intensité de coloration proportionnelle a la quantité de
protéines. La coloration au nitrate d'argent est, quant a elle, jusqu'a mille fois plus sensible et permet
de détecter des spots contenant 0,1 ng de protéines. Elle présente néanmoins certains
inconvénients : la steechiométrie de la coloration n'est pas totalement linéaire, la reproductibilité est
difficile a obtenir et certaines protéines sont peu ou pas colorées par cette méthode. Les protéines
peuvent aussi étre visualisées par des colorants fluorescents (CyDyes (Amersham), SYPRO Ruby
(Rabilloud et al., 2001)) dont la sensibilité, moins de 1 ng de protéine par spot, est bien supérieure
au bleu de Coomassie, et dont la linéarité est maintenue sur plus de trois puissances de dix. Des
avancées récentes, en particulier la simplification des protocoles (Lamanda et al., 2004) rendent ces
colorations trés prometteuses. Des techniques alternatives existent pour visualiser les protéines,
comme 1’acquisition par phospho-imager de gel de protéines radiomarquées (Patterson et Latter,
1993). C’est actuellement la technique la plus sensible, permettant de visualiser moins de 12 copies
d’une protéine par cellule et dont la linéarité ne présente pas de limite supérieure. Cependant, en
plus des problémes associés a la gestion de la radioactivité, 1’acquisition d’image par cette

technique est lente (plusieurs jours pour un gel) et nécessite un fort colit d’équipement.

2.2.2.3.  Traitement informatique des images 2D-PAGE
Selon la technique de visualisation employée et de numérisation des gels, I’image obtenue nécessite
une étape plus ou moins complexe de traitement graphique pour réduire le bruit de fond, ¢liminer
les rayures et accroitre le contraste. L’image obtenue est ensuite traitée par des logiciels d’analyse

d’images 2D tels que Melanie (Amersham Biosciences) ou PD-Quest (BioRad). Ils permettent un
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Figure 6. Identification protéique par spectrométrie de masse. Les protéines sont digérées par la
trypsine (protéolyse apres une arginine ou une lysine). Les peptides obtenus sont ionisés et analysés
par le spectromeétre de masse (MS). Chaque ion est représenté selon sa valeur m/z et son
abondance. La liste des masses de ces ions est appelée carte peptidique massique et peut étre
comparée aux masses des peptides obtenues par digestion in SilicO du protéome théorique de
[’organisme étudié ou des séquences protéiques présentes dans les bases de données
internationales. Cette comparaison permet [’identification protéique. Dans les cas ou cette analyse
n’est pas possible ou pas suffisante une analyse par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) est
nécessaire. Pour cela un peptide est sélectionné, fractionné et la masse de chacun des peptides
issus de son fractionnement est analysée, ceci conduit a [’obtention d’une partie de la séquence de
la protéine analysée qui est utilisée pour [’identification finale.
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pré-traitement automatisé des spots et de leur quantification, mais cette €tape doit étre complétée
manuellement avec pour référence le gel coloré. Ensuite, chaque spot d’un gel peut étre associé a
son équivalent sur un autre gel pour constituer un gel virtuel de référence. Cette étape, assistée par
le logiciel, nécessite le positionnement manuel de repaires invariants d’un gel a I’autre, a partir
desquels le logiciel associe les autres spots. La comparaison entre gels de référence permet

d’identifier des variations qualitatives et quantitatives entre les profils protéiques.

2.2.3. ldentification des proteéeines

Apres la coloration et 1’acquisition informatique de I’image du gel, les spots individualisés sont
découpés pour permettre 1’identification des protéines. Historiquement, la premiere méthode utilisée
pour identifier les protéines présentes dans les spots d’électrophorése bidimensionnelle fut le
microséquencage par dégradation d’Edman (Edman, 1949). Elle permet d’obtenir, par dégradation
chimique, la séquence N-terminale de la protéine étudiée. Bien que cette technologie soit désormais
automatisée, I’obtention d’une séquence est longue (4 a 8 heures) et nécessite une relative
abondance en protéine (20 pmoles, c'est-a-dire 1 pg pour une protéine de 50 kDa). Cette technique
est encore spécifiquement utilisée pour des cas précis comme ’analyse de la région N-terminale des
protéines pour déterminer précisément le codon initiateur du geéne ou le site de clivage d’un peptide
signal. Cependant, pour I’analyse protéomique cette technique a ¢ét¢ remplacée en routine par la
spectrométrie de masse qui permet ’identification de protéines a une plus grande échelle, plus

rapidement et avec une bien meilleure sensibilité.

2.3.La spectrométrie de masse: une technique

d'identification de choix

2.3.1. Définition de la technique

La spectrométrie de masse permet de transformer des molécules en ions a 1’état gazeux et d’obtenir
leur masse moléculaire (m) en analysant le rapport de leur masse sur leur charge (z), noté m/z. Ce
rapport m/z des ions formés a partir de 1’échantillon est mesuré par un spectrometre de masse.

Le principe général de 1’identification par spectrométrie de masse des protéines, préalablement
digérées par la trypsine, est représenté sur la figure 6. L’analyse de la masse se divise en deux

catégories suivant la technique utilisée conduisant soit a I’obtention de la masse de chaque peptide
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Figure 7. Schéma de principe d’un spectrométre de masse de type MS.
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Figure 8. Spectre de masse. Chaque ion est représenté en ordonnée par son abondance et en

abscisse par sa valeur de rapport masse sur charge (m/z) sous la forme d’un massif de pic (massif

isotopique) correspondant aux isotopes naturels C* de cet ion. Comme la nature des charges est

connue car elle ne dépend que de la nature de l’ionisation, on peut, par déconvolution du spectre,

obtenir de ce dernier la valeur de masse de [’ion analysé.
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trypsique (spectrométrie de masse de type MS), soit de la masse de ces peptides associée a une

séquence partielle (spectrométrie de masse en tandem ou MS/MS).

2.3.2. Principe de la spectrométrie de masse de type
MS

Le spectrometre de masse, dont le schéma de principe est illustré par la figure 7, est constitué¢ des

¢léments suivants :

Une source d’ions dans laquelle se produit le passage en phase gazeuse (vaporisation,
sublimation, désorption) de I’échantillon a analyser et I’ionisation des molécules ;

— Un analyseur qui permet de trier les ions en fonction de leur rapport m/z ;

— Un détecteur qui compte les ions en leur associant leur rapport m/z ;

— Un enregistreur pour le traitement du signal et la visualisation des spectres.
L’analyse des peptides par spectrométrie de masse repose sur la détermination des rapports m/z
d’un mélange de peptides et I’obtention d’un spectre de masse (figure 8). A partir d’un génome
séquencé, on peut construire une base de données qui référence 1’ensemble des peptides obtenus par
digestion in silico de I’ensemble du protéome théorique d’un organisme. On peut donc comparer a
cette base de données les masses mesurées des peptides analysés et ainsi identifier la protéine dont
ils sont issus. Des algorithmes ont spécifiquement été developpés afin d’automatiser cette

identification, comme par exemple Mascot (Perkins et al., 1999).

2.3.3. Principe de la spectrométrie de masse en tandem
ou MS/MS

La spectrométrie de masse en tandem qui combine deux analyseurs (figure 9) permet d’étudier les
caractéristiques de fragmentation d’un peptide et ainsi d’accéder a des informations de séquence. Le
principe général est simple : les ions formés dans I’ionisateur entrent dans le premier analyseur
(MST1) qui permet de déterminer les masses moléculaires de tous les ions. Un ion de rapport m/z
donné (ion précurseur) est sélectionné pour sortir de 1’analyseur (MS1 est donc utilis¢ comme filtre
d’ions). Il pénétre alors dans une cellule de collision ou il est bombardé par des molécules de gaz
(classiquement de 1’azote ou de 1’argon). Les collisions des peptides ionisés avec ces molécules
vont conduire a leur fragmentation, majoritairement au niveau des liaisons peptidiques (figure 10b).
Le rapport m/z de ces fragments est alors déterminé a 1’aide du second analyseur (MS2). Le spectre
de masse obtenu (figure 10a) permet de déduire la séquence partielle du peptide sur une dizaine

d’acides aminés.
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Figure 9. Schéma de principe d’'un spectrométre de masse en tandem (MS/MS).
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Figure 10. Spectre de masse MS/MS (a) apreés fractionnement d’'un peptide ionisé dans la chambre de
collision qui se fait préférentiellement au niveau de la liaison peptidique (b). Cela implique que la
différence de masse entre deux pics adjacents correspond a la masse d’'un acide aminé. On peut donc

de proche en proche en déduire la séquence partielle du peptide.
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2.3.4. Les sources d’ionisation

L’application a la biochimie du spectrometre de masse date du début des années 1980, jusqu’alors il
s’agit d’un outil de référence des physiciens et des chimistes, mais le développement d’outils
permettant I’ionisation de macrobiomolécules (ionisation de type FABMS', PDMS? ou LSIMS’
(Chapman, 1996)) ont permis son application a des problématiques biologiques. Cependant, c’est en
1988 que son champ d’application s’est considérablement ¢élargi avec le développement de deux
nouvelles techniques corrigeant les inconvénients des méthodes développées jusque la. Il s’agit de
I’ionisation par électrospray ou ESI (Fenn et al., 1989) et de la désorption / ionisation par laser de
I’échantillon couplé a une matrice ou MALDI (Tanaka et al., 1988). Le point crucial de ces
techniques est 1’ionisation simple (ou multiple) de tous les peptides sans qu’il y ait pour autant perte
de leur intégrité. Ce sont aujourd’hui les techniques d’ionisation les plus utilisées en spectrométrie
de masse appliquée aux protéines.

Le principe de I’ESI (pour ElectroSpray Ionisation) est montré figure 11. De nombreux solvants
organiques (mais préférentiellement le méthanol, 1’acétonitrile ou 1’eau) sont compatibles avec cette
technique alors que les tensioactifs, les substances non volatiles et les sels sont trés mal tolérés car
responsables de la formation de complexes ioniques rendant le spectre plus compliqué et diminuant
la sensibilité. Cette analyse nécessite donc une étape préalable de purification des peptides avant
leur ionisation (généralement sur colonne de dessalage). Les ions produits sont principalement des
peptides multiprotonés avec des valeurs de m/z assez basses (inférieures a 2000) y compris pour des
peptides de haute masse moléculaire. Cette source d’ions peut ainsi étre couplée avec des
analyseurs de gamme de masse limitée (analyseur quadripolaire ou ion trap).

L’ionisation de type MALDI, pour Matrix-Assisted Laser Desorption / Ionisation (figure 11)
concerne des peptides co-cristallisés avec une matrice organique. Il peut s’agir, par exemple,
d’acide nicotinique (la plus ancienne) ou bien de dérivés de I’acide cynnamique, tel que 1’acide a-
cyano-4-hydroxycinnamique, qui est 'une des matrices les plus utilisées. D’une part, la matrice
permet la protection des peptides en absorbant I’énergie du laser pulsatif, et d’autre part, son
expansion conduit a la vaporisation des peptides ionisés. Contrairement a I’ESI, cette technique est
assez peu sensible a la présence de sels car les matrices présentent la caractéristique de co-
cristalliser sélectivement avec les biopolymeéres les séparant ainsi des contaminants. Comme cette
méthode d’ionisation va produire une grande variété d’ions peptidiques en méme temps, avec un
panel trés large de masse et une charge ionique souvent unique, les valeurs de m/z mesurées vont
étre fortement étalées (de 600 a 300 000). Un ionisateur MALDI est donc nécessairement couplé a

un analyseur n’ayant ni de limite maximum pour les masses, ni pour la quantité d’ions étudiés.

" FABMS pour Fast Atom Bombardment Mass Spectrometry
2 PDMS pour Plasma Desorption Mass Spectrometry
* LSIMS pour Liquid Secondary Ion Mass Spectrometry 26
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Matrix-Assisted Laser Desorption / lonisation (MALDI) : I’échantillon est cristallisé avec une matrice
qui est une solution aqueuse d’un ou plusieurs composés organiques, cristallisant a température ambiante, et
absorbant (plus que I’échantillon) a la longueur d’onde du laser. Ces cristaux sont excités sous vide a I’aide
d’un laser UV qui permet de désorber et d’ioniser le mélange de matrice-échantillon. L’énergie transmise
par le laser est absorbée par la matrice ce qui provogue son expansion en phase gazeuse, entrainant la
vaporisation des peptides ionisés de I’échantillon qui sont ensuite dirigés vers un analyseur sous vide.

Figure 11. Schéma de principe de deux technologies permettant l’ionisation et le passage en phase
gazeuse des peptides : ['ionisation par électrospray (ElectroSpray lonisation ou ESI), et la

désorption / ionisation par laser (Matrix-Assited Laser Desorption/lonisation ou MALDI).
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2.3.5. Les analyseurs et spectromeéetres de masse

Le principe de fonctionnement des principaux analyseurs de masse est représenté figure 12.

Le spectrometre MALDI-TOF. Cet appareil associe une source d’ionisation de type MALDI a un

analyseur de type Temps de Vol (Time Of Flight ou TOF). Il présente I’avantage d’avoir une
gamme de masse pratiquement illimitée (supérieure a 1 MDa) car les ions ne sont déviés par aucun
champ magnétique ou électrique. Ceci permet donc d’obtenir les masses de ’ensemble des ions
provenant d’un échantillon complexe. De plus, toutes les étapes, de la préparation de 1’échantillon
au traitement du spectre de masse, peuvent étre enti¢rement automatisées. Ce qui permet, dans un
contexte d’analyses post-génomiques systématiques, de faire de cet analyseur un outil de choix pour
les études de protéomique a grande échelle. La gamme de masses mesurées va usuellement de 600
Da a 300 kDa, avec une limite de sensibilité de détection de 1’ordre d’une centaine de femtomoles et

avec une précision de mesure de plus ou moins 50 ppm (Karas, 1996).

Le spectrométre ESI-MS/MS. 11 s’agit du couplage d’une ionisation de type ESI avec un triple

quadripdle. Grace a la présence de deux analyseurs et d’une chambre de collision, il permet de
fractionner un peptide de m/z précis, pour en déduire la séquence en acides aminés. Sa plage
d’analyse se situe entre 10 et 4000 Da, avec une sensibilit¢ de 80 fentomoles qui est cependant

moindre pour les ions de masse supérieure a 2000 Da. La précision est de I’ordre de 100 ppm.

Le spectrometre ESI-IT (Ion Trap). L’analyseur a trappe ionique est classiquement couplé a la

source €lectrospray pour produire des ions qui sont ensuite piégés dans la trappe par un champ
¢lectromagnétique et éjectés en fonction de leur m/z pour parvenir au détecteur. Il est possible de
garder un ion dans la trappe. Cet ion parent peut alors y étre fragmenté par collision avec des
atomes d’hélium et les ions fils formés sont alors éjectés de la trappe. L'appareil fonctionne la en
MS/MS. Bien que la précision de masse soit moins bonne qu'en MALDI-TOF, I'identification d'une
protéine par ESI-IT est plus slire grace a l'analyse des ions de fragmentation. En contrepartie, elle
prend plus de temps aussi bien pour obtenir les données que pour les traiter. La gamme de masse
analysée se situe entre 15 et 4000 Da, avec une sensibilité¢ de 80 femtomoles, pour une précision de

'ordre de 100 ppm.

De nouveaux types d’analyseur de masse apparaissent depuis une dizaine d’années. Leur

développement est une réponse pour remédier aux limitations des analyseurs existant, ainsi qu’une
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réponse a des besoins techniques particuliers. La plupart sont des analyseurs hybrides, polyvalents,
et compatibles avec une analyse MS/MS.

Le TOF-TOF. Développé pour remédier a la limite de ’analyseur TOF concernant I’obtention de
spectres MS/MS. Ici un analyseur TOF permet la sélection de 1’ion précurseur qui sera fragmenté
dans une chambre de collision, puis la masse des ions obtenus est analysée par le second TOF.

Le Q-TOF. L’application principale du spectrometre de masse Q-TOF est le séquengage rapide des
peptides, ainsi que [’analyse des modifications post-traductionnelles (Morris et al., 1996).
Cependant la source d’ionisation demeure un ESI, et nécessite une séparation préalable des peptides
pour €tre compatible avec une analyse a haut débit.

Le FT-ICR. Le spectrométre de masse a résonance cyclotronique ionique et transformée de Fourier
(Amster, 1996) est actuellement I’appareil le plus versatile, adaptable a une large variété d’analyses
MS et MS/MS. 1l s’agit d’une trappe ionique ou les ions sont piégés dans un champ magnétique et
la mesure de masse se fait par mesure de leur fréquence de rotation cyclotronique. Il s’agit
actuellement de la méthode de spectrométrie ayant la plus large gamme de masse analysable (valeur
de m/z de 30 a plus de 300 000), la meilleure résolution et la plus forte précision (2 ppm) pour des
quantités de protéine injectées de 100 fentomoles. Cette précision en masse et la capacité a piéger
des ions de haut poids moléculaire permettent €¢galement de s’intéresser a 1’étude de complexes non

covalents en conditions natives par ESI combinée a la FT-ICR.

Une réelle flexibilit¢ dans 1’analyse de masse est désormais atteinte avec ces appareils tres
polyvalents et trés sensibles (particulierement le FT-ICR). La diffusion de ce type d’instruments et
leur disponibilité croissante permettent d’envisager des stratégies d’analyses a la fois sur une tres
large échelle (plusieurs milliers de peptides analysés par 24 heures) mais avec des précisions

compatibles avec 1’analyse des modifications post-traductionnelles ou des complexes protéiques.

2.4. Améliorations techniques et haut débit

2.4.1. Amélioration de la protéomique basee sur la 2D-
PAGE

Les limitations de la protéomique basée sur 1’¢électrophorese bidimensionnelle se situaient, jusqu’a

la fin des années 90, au niveau du nombre de protéines résolues sur les gels 2D-PAGE, ainsi que sur

la reproductibilité¢ d’un gel a I’autre. Des travaux ont été entrepris pour optimiser chaque étape du

processus.
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Concernant I’extraction protéique, I’un des biais qui apparait dans des conditions compatibles avec
I’¢lectrophorese bidimensionnelle est la sous-représentation des protéines membranaires, dans la
mesure ou elles sont difficiles a solubiliser sans interférer avec leur point isoélectrique. C’est
pourquoi de nouveaux détergents, non ioniques ou zwitterioniques, ont été¢ développés. Des études
comparatives ont ¢t€¢ menées d’ou il ressort que les détergents de la famille des sulfobétaines (dont
le SB 3-10 et ’ASB14), en combinaison avec de 1’urée et de la thiourée, sont les plus efficaces pour
solubiliser des protéines trés hydrophobes comme les protéines transmembranaires (Molloy, 2000).
Cependant, il est important de noter que I’efficacité d’un composé plutét qu’un autre dépend a la
fois de la nature des protéines et des constituants lipidiques de I’échantillon. Il ne s’agit donc pas
d’utiliser un détergent universel pouvant extraire toutes les protéines membranaires, mais plutot
d’effectuer plusieurs extractions avec différents détergents, de maniére a élargir le panel de
protéines solubilisées (Luche et al., 2003). Cette stratégie d’extraction protéique par traitements
successifs n’est pas applicable uniquement aux protéines membranaires mais peut étre utilisée pour
solubiliser n’importe quelle protéine difficile a extraire, comme c’est le cas, par exemple, des
protéines de paroi.

L’une des évolutions les plus significatives de la technologie 2D-PAGE fut le développement de gel
de premiere dimension a gradient de pH immobilisé (IPG). Il s’agit d’un gel ou sont copolymérisés
des dérivés d’acrylamide comportant des groupements a effet tampon avec une matrice de
polyacrylamide. Les groupements chargés, participant a la mise en place du gradient de pH, sont
fixés au gel et permettent une focalisation précise des protéines tout en évitant les problémes de
dérive associés aux techniques plus anciennes (dus a la migration des ampholytes). La
commercialisation de ce type de gel d’IEF par des sociétés telles que BioRad ou Amersham
Biosciences a permis I’essor de la technique 2D-PAGE autorisant une haute reproductibilité¢ d’un
gel a 'autre (Molloy, 2000). De plus, ce type de gel autorise le dépot de quantité importante de
protéines (jusqu'a 5 mg pour des gels de 18 cm) permettant ainsi de visualiser des protéines peu
abondantes (car peu exprimées ou mal extraites). Dans le but de séparer des spots protéiques avec
une trés haute résolution, des gels IPG ont été¢ développés avec des gammes de pH réduites. Ces
gels permettent de séparer les protéines sur quelques unités de pH (régions acide, neutre ou
basique), ou bien désormais sur une seule unité de pH disponible sur I’ensemble de la gamme (de
pH=3 a pH=11). L’analyse d’'un méme échantillon protéique sur plusieurs gels avec des unités de
pH contigués permet la reconstruction de gel « virtuel » avec un étalement de la gamme de pH sur
plus d’un meétre (Gorg et al., 2004). Ce procédé a été utilisé pour obtenir une carte 2D a haute
résolution du protéome de Leishmania major ou 1’assemblage de cinqg gels de pH 4 a 9 a permis la

séparation de pres de 3700 spots protéiques (Drummelsmith et al., 2003).
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Concernant la seconde dimension, la disponibilité dans le commerce de gel pré-coulé permet la
aussi une standardisation du protocole et d’accroitre la reproductibilité. De nouveaux types de
coloration ont également accru la résolution des spots protéiques, il s’agit de fluorophore (Sypro
Orange, Sypro Red, Sypro Ruby) avec une sensibilité de coloration presque équivalente a celle de
I'argent (0,5 ng de protéine) et une linéarité d'intensité, une reproductibilité, une facilité et une
rapidité proche de la coloration au bleu de Coomassie (Rabilloud et al., 2001)

L’intégration de ces technologies a permis le développement de plateformes entiérement
automatisées qui prennent en charge un échantillon protéique de I’extraction a 1’analyse et
I’identification des spots protéiques. Le gain de temps qui en découle, la trés bonne reproductibilité
de ces analyses permettent donc d’envisager une analyse protéomique a haut débit bien que basée

sur des ¢lectrophoreses bidimensionnelles.

2.4.2. Vers une protéomique sans électrophoreéese

Bien que les techniques ont fortement été améliorées pour une meilleure reproductibilité et un
meilleur isolement des protéines, ’analyse protéomique par gel 2D-PAGE se heurte encore aux
limitations associées a la séparation des protéines sur gel. D une part les protéines faiblement ou
moyennement exprimées sont en effet rarement détectées (Gygi et al., 2000) en raison de leur
concentration se situant aux limites de détection des colorations. D’autre part, elles sont souvent
masquées par des protéines plus fortement exprimées. De plus, les techniques d’extraction biaisent
les analyses en provoquant une forte sous-représentation des protéines les moins solubles (comme
les protéines membranaires) et des protéines basiques, difficiles a séparer.

Pour palier ces défauts, une stratégie d’identification s’affranchissant totalement de la séparation
2D-PAGE a ¢été développée. 1l s’agit d’une colonne de chromatographie liquide (LC) en phase
inverse directement couplée en ligne a un spectrometre de masse de type ESI-MS/MS. L’analyse
porte sur un échantillon protéique qui est digéré par la trypsine, séparé par chromatographie liquide
puis analysé par le spectrometre de masse. L’évolution récente de cette technologie repose sur
I’adjonction d’une chromatographie en phase liquide bidimensionnelle, qui permet une séparation
plus précise des peptides. Cette technologie, dite « MudPIT » pour Multidimensional Protein
Identification Technology ou « Shotgun », autorise 1’analyse directe d’extraits protéiques bien plus
complexes que ne le permet la LC-MS/MS comme par exemple des lysats cellulaires complets
(Link et al., 1999). La premiére dimension de la colonne HPLC est une résine échangeuse d’ions
qui capte les peptides digérés, puis un gradient de sel désorbe séquentiellement ces peptides vers
une colonne en phase inverse. Un gradient de solvants élue enfin les peptides vers 1’analyseur de

masse. L’intégralit¢ de 1’échantillon peut ainsi étre séparée et analysée sur une durée de 6 a 36
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heures avec une gamme d’analyses permettant de discriminer entre des peptides dont la différence
de concentration est de 1’ordre de cinq log. Le peu de manipulation nécessaire en routine, ainsi que
la grande sensibilité de ce type de stratégie permet [’utilisation de cette technologie pour des
analyses a grande échelle ou haut débit, comme par exemple I’identification du protéome de
Saccharomyces cerevisiae, ou 1484 protéines ont pu étre identifiées dans un seul échantillon de
lysat cellulaire (Washburn et al., 2001).

2.4.3. Vers de nouvelles technologies et de nouveaux
concepts

La protéomique est intimement liée a quatre domaines : la génomique, la biochimie des protéines, la
spectrométrie de masse et la bioinformatique. Une seule technique n’est pas suffisante pour
résoudre toutes les problématiques de la protéomique, mais I’ensemble des progrés effectués dans
ces quatre domaines permet d’envisager de nouvelles approches pour résoudre ces problématiques.
Ces progres peuvent reposer a la fois sur le développement de nouvelles technologies et sur la
proposition de nouveaux concepts. Récemment, de nouvelles méthodologies basées sur la
spectrométrie de masse ont permis de caractériser des cellules ou des tissus. Ces échantillons
biologiques sont directement soumis au processus d’ionisation, par exposition au laser d’un
ionisateur MALDI, chaque impulsion du laser pouvant étre dirigée contre une région définie du
tissu. L’imagerie par spectrométrie de masse et I’obtention de profil directement sur un échantillon
biologique permettent d’associer a une région donnée d’un tissu ou d’un ensemble de cellules un
profil peptidique caractéristique (Chaurand et al., 2004). Ces profils sont constitués de 500 a 1000
peptides dont la masse est comprise entre 2 et 70 kDa. Ces informations peuvent ensuite étre
corrélées avec des changements dans les niveaux d’expression de ces marqueurs en association avec
des maladies ou avec des réponses a des traitements. Ces techniques permettent de caractériser de
multiples tissus (particulierement des cellules cancéreuses), ainsi que la réponse de tumeurs a des
thérapies, elles peuvent aussi étre employées pour I’identification et la caractérisation de
pathogenes. Ces techniques ont été appliquées, en particulier, au suivi de cancers cérébraux ou
pulmonaires, en permettant la classification des cellules cancéreuses et 1’évaluation de leur
progression (Yanagisawa et al., 2003 ; Schwartz et al., 2004).
De nouveaux concepts ont également été proposés pour prendre en compte le contexte dans lequel
se situe une analyse protéomique. C’est par exemple le cas de la notion de « parasito-protéomique »
ou viennent s’intégrer 1’analyse du protéome d’un parasite avec 1’analyse du protéome de la cellule
hote (Biron et al., 2005). Les éléments de réponse de la cellule hote peuvent ainsi étre caractérisés

et définis comme spécifiques ou non a I’invasion par un parasite donné. Ce type d’analyse permet
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de révéler fondamentalement les protéines du parasite dont la fonction est I’interaction directe avec
la cellule-hdte et qui conduisent a des modifications de son métabolisme ou de sa physiologie
(dérégulation du cycle cellulaire, modification des transports intracellulaires, réorganisation du
cytosquelette). Ainsi, cette approche, en plus de caractériser plus précisément le réseau
d’interactions entre 1’hote et le pathogéne, permet de définir de nouvelles voies dans la recherche de

traitements et de vaccins.

2.5. Les levures, organismes modeles pour Ila

protéomique des eucaryotes

En 1996, le génome de la levure Saccharomyces cerevisiae fut le premier génome ecucaryote
séquencé (Goffeau et al., 1996), ouvrant I’étude de I’expression de ces 6234 ORF'. Les premiéres
études du protéome de cette levure ont montré une différence significative entre le taux de
transcription d’un géne et le niveau d’expression d’une protéine (Griffin et al., 2002). Ceci met en
évidence qu’une description solide de 1’expression protéique nécessite une analyse protéomique et

ne peut étre déduite de la seule analyse des transcrits.

2.5.1. Description et localisation des protéines

Le protéome de Saccharomyces cerevisiae est considéré comme un modele pour ’analyse des
protéomes eucaryotes. Son analyse descriptive a apporté une vision globale des protéines
exprimées. Parmi les premiéres études descriptives, la plus compléte a permis d’identifier plus de
600 spots protéiques, correspondant a prés de 250 protéines (Boucherie et al., 1996). En outre, des
travaux ont permis de valider le transfert des techniques de protéomique « classique » jusqu’alors
développées pour I’analyse des protéomes de procaryotes (Gygi et al., 2000). C’est aussi sur ce
protéome que les techniques d’analyse protéomique a haut débit (LC-MS/MS, MudPIT) ont été
développées, validées et comparées (Washburn et al., 2001 ; Peng et al., 2003). Par exemple,
I’étude de Peng et de ses collaborateurs a permis d’obtenir, en une seule analyse et sur un unique
extrait protéique, plus de 162 000 spectres MS/MS, correspondant a 26 815 peptides, permettant
I’identification de 1 504 protéines.

L’¢tude comparée des cartes bidimensionnelles ou des profils d’expression protéique a permis
d’établir des différences d’expression protéique vues au niveau de I’ensemble du protéome,
apportant un éclairage sur 1’adaptation physiologique et métabolique entre deux conditions (réponse

a la déshydratation (Blomberg, 1997), adaptation a des milieux de culture différents (Kolkman et
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al., 2005), privation en acide aminé (Yin et al., 2004), adaptation de souches d’intérét agro-
alimentaire (Trabalzini et al., 2003)). De méme, la protéomique comparative permet de mesurer
I’impact toxicologique de composés chimiques au niveau de 1’ensemble des protéines de la levure.
Par exemple, l’analyse des variations des niveaux d’expression protéique en réponse a un
xénobiotique (un herbicide : I’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique) apporte des informations a la fois
sur les voies de détoxication activées mais aussi sur les déréglements cellulaires induits par le
composé (Teixeira et al., 2005).

Une autre donnée importante pour la compréhension du réle des protéines est I’information sur leur
localisation dans les microenvironnements cellulaires que constituent les organelles des cellules
eucaryotes (Simpson et Pepperkok, 2003). Cette information de localisation peut étre soit
directement obtenue par des techniques de marquage des protéines et de localisation directe dans la
cellule ou bien indirectement pour I’analyse des sous-protéomes cellulaires. Bien que des études a
petite échelle ont ét¢ effectuées précédemment, c’est en 2003 que Huh et ses collaborateurs ont
réalisé la premiere étude de localisation des protéines a I’échelle de tout le protéome, en fusionnant
75% des ORF de S. cerevisiae avec la séquence codante d’une GFP. Les résultats de localisation
effectuée sur cellule vivante concordent a 80% dans le cas de protéines préalablement localisées.
Un sous-protéome de la levure a particulicrement été étudié, il s’agit de celui de la mitochondrie,
pour lequel 750 protéines différentes ont été identifiées grace a plusieurs stratégies de séparation et
d’identification (2D-PAGE et 1D-PAGE couplées a de la spectrométrie de masse MALDI-TOF,
LC-MS/MS et MudPIT). Ces travaux ont mis en évidence I’ensemble des protéines mitochondriales
impliquées dans la chaine respiratoire et dans le cycle de Krebbs. En comparant ces résultats avec
les protéines mitochondriales décrites dans la littérature, les protéines identifiées représenteraient,

d’apres les auteurs, 90% des protéines mitochondriales totales (Sickmann et al., 2003).

2.5.2. Reéseaux d’interactions et structures des
protéines

Les réseaux d’interactions entre protéines peuvent étre appréhendés par une analyse directe des
complexes protéiques par spectrométrie de masse (Deshaies et al., 2002) ou bien par des techniques
de double hybride (Uetz et al., 2000). L’analyse de ces réseaux permet de décrire les acteurs
impliqués dans 1’activité biologique de la cellule et dans sa régulation, mais aussi d’assigner un role
possible a une protéine a fonction inconnue selon les partenaires avec lesquels elle interagit.
(Schwikowski et al., 2000). L’ensemble des interactions protéine-protéine mises en évidence par les
différentes études a large échelle se chiffre a environ 15000 chez S. cerevisiae. Cependant, ces

techniques générent un trés grand nombre de faux positifs que certains auteurs chiffrent jusqu’a
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hauteur de 50% (von Mering et al., 2002). Cela implique la nécessité d’établir plusieurs niveaux de
contrdle pour confirmer ces réseaux d’interaction. En effet, au vu du trop grand nombre de
partenaires impliqués, la validation expérimentale individuelle de chaque interaction n’est pas
envisageable. Des techniques alternatives ont alors été proposées, parmi lesquelles Ia
reconnaissance des domaines d’interaction par phage display ou bien par analyse bioinformatique
(Sprinzak et al., 2003 ; Causier, 2004). Le développement récent d’algorithmes permettant de
proposer une fonction, selon ses partenaires, a une protéine, révéle le formidable potentiel de
I’exploitation de ces cartes d’interactions mais aussi la nécessité de pouvoir s’assurer de leur fidélité

au modele vivant (Nabieva et al., 2005).

2.5.3. Analyses de pathogénicité

Les études protéomiques de S. cerevisiae ont apporté, comme nous I’avons vu, des techniques et des
descriptions de profils d’expression protéique d’un eucaryote simple. Ces données peuvent étre
exploitées, entre autres, pour I’analyse des facteurs de pathogénicité de la levure dimorphique
Candida albicans. En effet, ce commensal, dont le génome a ¢été séquencé en 2004 (Jones et al.,
2004), est un pathogéne d’intérét médical majeur. Il se présente sous deux formes de vie différentes,
levure ou filamenteuse. Quelles peuvent étre les protéines spécifiques de chaque état, et comment
est controlé le passage d’une phase a I’autre ? L’analyse comparative des protéomes des deux
formes a mis en évidence trés peu de protéines différentes dans les fractions solubles des deux
stades (Choi et al., 2003). Seules 12 protéines ont été spécifiquement identifiées chez la forme
filamenteuse (Hernandez et al., 2004), il s’agit d’enzymes impliquées dans des voies métaboliques
(biosynthéese des acides aminés, métabolisme a un carbone, alcool déshydrogénase), reflétant plutot
des différences dans les milieux de cultures utilisés, plutot qu’entre les deux formes.

Il s’agit également d’un microorganisme d’intérét pour appréhender les relations hote-pathogéne
dans un cadre moins complexe que celui d’un parasite intracellulaire. Ceci a permis d’identifier les
adhésines de C. albicans impliquées dans la reconnaissance et la liaison aux protéines de la cellule-
hote (principalement au plasminogéne) (Jong et al., 2003). De plus, des immunomarquages
d’¢lectrophoreses bidimensionnelles par des sera de patients donnent des indications sur la réponse
sérologique de 1’hote lors d’une infection a Candida. Ces travaux mettent en évidence que les
protéines majoritairement immunogenes sont des protéines glycosylées ainsi que des HSP
(Fernandez-Arenas et al., 2004). La recherche de protéines induisant la production d’anticorps
protecteurs est actuellement en cours dans le but d’obtenir un vaccin.

Les traitements sont actuellement a améliorer pour traiter efficacement les candidoses. L’analyse

protéomique constitue un axe de recherche a la fois pour comprendre les modes d’actions des
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produits actuellement utilisés (Brunecau et al., 2003) mais aussi pour la recherche de nouvelles
cibles comme par exemple la recherche de nouvelles protéines de paroi (Urban et al., 2003 ; De
Groot et al., 2004) pour le développement de nouveaux agents thérapeutiques. De plus, les analyses
de protéomique comparative entre S. cerevisiae et C. albicans font ressortir des différences
physiologiques ou métaboliques qui pourraient étre exploitées a des fins thérapeutiques (Yin et al.,

2004).

2.6. Analyse protéomique de parasites unicellulaires

2.6.1. Spécificités et difficultés de I’analyse
protéomique chez les parasites

C’est avec la disponibilité croissante des données de séquences génomiques, qu’elles soient
complétes ou bien partielles, qu’a véritablement débuté 1’analyse globale des profils d’expressions
protéiques conduisant a une meilleure description de la physiologie et du métabolisme des parasites
unicellulaires. Cependant, ces projets se heurtent a de nombreuses difficultés, particuliérement dues
au mode de vie de ces parasites. En effet, la majorit¢ d’entre eux sont des organismes
intracellulaires obligatoires, qui nécessitent d’étre séparés des débris des cellules-hotes avant d’étre
¢tudiés. Cette étape de purification doit étre assez drastique pour éliminer les contaminations de la
cellule-hote mais suffisamment ménagée pour ne pas endommager les protéines du parasite, ce qui
peut constituer un véritable défi pour les stades parasitaires les plus fragiles. Cela implique
¢galement que des niveaux supplémentaires de contrdle doivent étre mis en place pour vérifier
qu’une protéine identifi¢e soit bien d’origine parasitaire et non pas une contamination de la cellule-
héte (vérification des purifications en microscopie, recherche de marqueurs cellulaires dans les
extraits protéiques). De plus, ces organismes présentent souvent un cycle de vie complexe, avec
plusieurs stades de développement et parfois de multiples hotes, multipliant ainsi le nombre
d’analyses a effectuer pour avoir une vision générale de I’expression protéique au cours du cycle de
vie. Cependant, certains stades de développement peuvent étre difficiles a obtenir pour certains
parasites, particuliérement si celui-ci n’est pas cultivable in vitro, ou bien si le stade d’intérét ne
peut étre différencié en culture cellulaire, comme c’est le cas, par exemple, des sporozoites de
Plasmodium uniquement présents dans les glandes salivaires de I’anophele. L’obtention de ce
matériel biologique nécessite donc la production de parasites chez 1’organisme hote. Cela implique
que la récolte du parasite nécessitera, dans la majorité des cas, des dissections précises pouvant
conduire a diminuer drastiquement la quantit¢é de matériel biologique disponible. Chez d’autres

parasites, la présence simultanée de tous les stades de développement dans la cellule-hote, comme
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c’est le cas pour les microsporidies, nécessite de résoudre la problématique de la séparation des
stades avant d’espérer avoir une image dynamique de leur protéome.

Il faut, de plus, conserver a ’esprit que ’analyse protéomique présente deux biais majeurs. Le
premier est la trés faible représentation des protéines membranaires qui sont difficilement
solubilisables. Ces protéines membranaires, parmi lesquelles se trouvent des protéines de
transduction de signal ou des récepteurs, ne peuvent étre appréhendées que par des techniques
spécifiques d’extraction qui ne sont pas directement compatibles avec les analyses a haut débit. Le
second biais provient du fait que la majorité des analyses sur parasites sont effectuées sur des stades
cultivés in vitro, et ne sont donc pas soumis aux influences de I’organisme hote, relativisant la
représentativit¢ d’un tel profil d’expression protéique. Ces doutes pourraient étre levés en
comparant les protéomes de stades cultivés in vitro avec des stades prélevés in vivo sur des
organismes parasités, la faible quantité de matériel n’étant pas limitatif dans le cas d’analyse de type

MudPIT.

2.6.2. Analyses descriptives du protéome total de
parasites

Les premiéres analyses des protéomes parasitaires se sont dans un premier temps orientées vers
I’optimisation des techniques de protéomique classique (extraction et ¢électrophorése
bidimensionnelle). Ainsi, chez Leishmania major, un kinétoplaste dont le séquengage du génome
vient trés récemment d’étre publi¢ (Ivens et al., 2005), les analyses protéomiques ont été
principalement orientées sur 1’optimisation des techniques d’extraction (Acestor et al., 2002) et
d’¢lectrophorése bidimensionnelle. Des travaux ont montré qu’il était possible de séparer pres de
3700 spots protéiques sur des gels d’électrophorése a gammes de pH réduites (El Fakhry et al.,
2002). Cependant, lors de ces travaux, 1’absence de données de séquence a limité I’identification
protéique a une dizaine de spots uniquement. De méme, les autres études descriptives, a 1’exception
de celle de Plasmodium, sont actucllement limitées a I’établissement de cartes protéiques
préliminaires comme pour les stades tachyzoytes de Toxoplasma gondii, pour lesquels 500-600
spots ont été séparés mais seulement 71 ont été identifiés (Cohen et al., 2002).
Mais I’accroissement de la disponibilité des données de séquence de génomes parasitaires a rendu
I’application des techniques a plus haut débit (MudPIT, LC-MS/MS) possible pour 1’analyse des
protéomes de parasite. Ces techniques présentent 1’avantage, au dela du gain de temps de I’analyse
en routine, d’éviter la perte de matériel associée aux techniques par 2D-PAGE, tout en étant
beaucoup plus sensibles et, par conséquent, d’étre moins consommatrices d’extrait protéique.

Actuellement, le protéome le plus complétement décrit est celui de 1’apicomplexe Plasmodium
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Stades ou Protéines

totales
Organisme Génome organites identifiées Technique Références
analysés (spécifiques du
stade)
sporozoite 1049 (513)
meérozoite 839 (204)
MudPit (Florens et al., 2002)
. (Gardner trophozoite 1036 (286)
Plasmodium
) etal., gamétocyte 1147 (376)
A falciparum
P 2002) trophozoite 714 (226)
| gamétocyte 931 (315) SDS-PAGE (Lasonder et al., 2002)
LC-MS/MS
C gameéte 645 (97)
0 . 2D-PAGE (de Venevelles et al.,
M sporozoite 28 MALDI-TOF, 2004)
P o LC-MS/MS
i Eimeria tenella en cours 2D-PAGE
micronéme 3 MALDI-TOF, (Bromley et al., 2003)
E CAF-MALDI-
X MS
E tachyzoite 71 2D-PAGE (Cohen et al., 2002)
MALDI-TOF
S Toxoplasma prE——
d" en cours 2D-PAGE
gonan granule dense 71 MALDI-TOF, (Zhou et al., 2005)
rhoptrie MudPIT
Neospora
en cours tachyzoite 20 2D-PAGE (Lee et al., 2003)
caninum MALDI-TOF
K . . 2D-PAGE
Leish . tous stades 49 (Bente et al., 2003)
| cisfmana (Tvens et MALDI-TOF
N major al., 2005) tous stades 47 Capillary (Nugent et al., 2004)
HPLC -QTOF
E amastigote 1871 (691)
T trypomastigote 1486 (582)
o
b métacyclique 2339 (969) LC-MS/MS (Atwood et al., 2005)
L Trypanosoma (El Sayed trypomastigote
etal, . .
A cruzi épimastigote 1861 (732)
s 2005)
‘Parodi-Talice et al.,
T épimastigote 45 2D-PAGE (
E MALDI-TOF 2004)
S
Entamoeba (Loftus et
ENTAMOEBIDES phagosome 85 LC-MS/MS (Okada et al., 2005)
histolytica al., 2005)
Katinka
Encephalitozoon ( (Moura et Visvesvara,
MICROSPORIDIIES etal, spores - 2D-PAGE
cuniculi 2001)
2001)
Autres programmes de séquencage de génomes de parasites unicellulaires
APICOMPLEXES KINETOPLASTES
Theileria parva (Gardner et al., 2005) Trypanosoma brucei (Berriman et al., 2005)
Theileria annulata (Pain et al., 2005) MICROSPORIDIA
Plasmodium berghei (Hall et al., 2005) Antonospora locustae en cours
Plasmodium chabaudi (Hall et al., 2005) Glugea aterinae en cours
Cryptosporidium hominis  (Xu et al., 2004) Nosema bombycis en cours
Cryptosporidium parvum  (Abrahamsen et al., 2004) AUTRES
Babesia bovis en cours Giardia lamblia en cours

Trichomonas vaginalis en cours

Tableau 2. Etat des lieux des programmes de séquencage des génomes et analyses protéomiques

descriptives et comparatives de stades ou d’organites de parasites unicellulaires.
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falciparum. L’établissement du profil d’expression des quatre stades majeurs du cycle de
développement (Johnson et al., 2004) (tableau 2) grace aux techniques a haut débit (Mudpit et LC-
MS/MS) permet une analyse a large échelle avec trés peu de matériel (particulierement intéressant
pour 1’étude des sporozoites qui proviennent de microdissections manuelles de glandes salivaires
d’anophele). L’analyse descriptive de I’ensemble des protéines exprimées d’un stade parasitaire
permet d’avoir une idée de la physiologie et des métabolismes en cours chez ce stade. Par exemple,
la majorité des protéines identifiées chez le stade sporozoite sont associées aux organites apicaux,
alors que chez les mérozoites, trophozoites et gamétocytes, prédominent les protéines impliquées
dans les voies métaboliques, ainsi que dans la synthése et le devenir des protéines. Cette analyse
descriptive permet aussi d’effectuer une analyse post-génomique en validant ’annotation du
génome. En effet, dans 1’analyse totale du protéome de P. falciparum plus de 51% des protéines
identifiées sont annotées comme hypothétiques, leur expression valide donc bien comme séquences
codantes les ORF identifiés par les algorithmes de détection de génes (Florens et al., 2002) et nous

renseigne sur leur stade d’expression.

2.6.3. Analyses comparatives : dynamique des protéines
au cours du cycle de vie du parasite

L’analyse comparative des profils d’expression obtenus pour les divers stades de développement
d’un parasite est une véritable pierre de rosette pour éclaircir la biologie de ces pathogeénes. En
effet, cette analyse apporte des réponses quant aux régulations biologiques, a la physiologie et a la
morphogenése propre a chaque stade. En effet, si ’on reprend 1’analyse du protéome des stades de
P. falciparum (Florens et al., 2002), la comparaison met en évidence que de trés nombreuses
protéines sont spécifiques d’un stade particulier (jusqu'a 50% de celles du sporozoite). Cependant,
les profils d’expression de certaines protéines ne sont pas ceux attendus comme par exemple pour
les protéines de surfaces Var et Rif. Ces protéines sont connues pour permettre 1’échappement des
stades sanguins au systéme immunitaire, mais leurs profils d’expression montrent qu’elles sont bien
plus largement exprimées, ce qui suggere qu’elles puissent avoir d’autres fonctions. La récente
analyse du protéome complet de T. cruzi (Atwood et al., 2005) a permis d’établir les profils
généraux d’expression protéique des quatre stades et de définir les variations majeures d’un stade a
I’autre (adaptation du métabolisme des acides aminés selon 1’hote, accroissement des défenses anti-
oxydantes pour les stades présents chez I’insecte, accroissement de I’expression des protéines
leurres de surface pour les stades présents chez 1’homme). Cette analyse a aussi montré qu’une

faible proportion des protéines trans-sialidases correspond a des formes enzymatiquement actives
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(13 sur 223 identifiées), confirmant le réle de leurre des formes non actives vis-a-vis du systeme
immunitaire.

Pour Leishmania, les études des profils d’expression 2D-PAGE n’ont permis pour I’instant
d’identifier que 49 (Bente et al., 2003) et 47 (Nugent et al., 2004) protéines différentes, car les
identifications protéiques a grandes échelles étaient complexes chez ce parasite en raison de
données de génomique réduites jusqu’a présent. Les protéines identifiées ont été choisies pour étre
des protéines spécifiques d’un seul stade de développement et pour cela ont été sélectionnées parmi
les spots protéiques définis comme spécifiques par des études comparatives entre les stades
promastigote et amastigote (Bente et al., 2003 ; Nugent et al., 2004). Ces premiers résultats
montrent que les changements métaboliques ont lieu au cours des 24 premicres heures de
différenciation dans les grandes voies de régulations cellulaires. Un autre exemple d’analyse
comparative est la recherche de marqueurs d’infection et de virulence chez T. gondii. Des travaux
ont compar¢ les cartes protéomiques de tachyzoites d’une souche virulente et d’une souche atténuée
(Nischik et al., 2001). Parmi les 200 spots protéiques obtenus, 35 ont un niveau d’expression plus
faible chez la souche atténuée, montrant une corrélation entre la virulence du parasite et les

synthéses d’actine, de catalase et de plusieurs protéines excrétées.

2.6.4. Analyses descriptives de sous-protéomes : de la
localisation a la fonction

L’analyse des sous-protéomes de la cellule parasitaire, comme par exemple les organelles impliqués
dans les mécanismes d’invasion constitue un ¢lément important de la problématique des parasites.
L’information sur la localisation des protéines identifiées, est une approche intéressante pour
permettre 1’attribution de fonction aux nombreuses protéines hypothétiques des parasites. Au
contraire, I’identification de protéines a fonction connue, associées a certains organites permet de
mieux comprendre le réle de ceux-ci dans la biologie de la cellule. Or, dans le cas des parasites ou
la compartimentation peut étre trés complexe, il peut étre difficile d’obtenir des fractions pures pour
un organelle donné. Ainsi, en I’absence de marqueur permettant d’identifier sans ambiguité un type
d’organelles purifiés et d’évaluer son degré de pureté, ces résultats devront étre validés par des
approches de biologie plus traditionnelles : immunolocalisation, expression transgénique ou
inhibition de gene.
Cette approche a ét¢ appliquée a I’identification moléculaire et la caractérisation de la biogenese du
phagosome d’Entamoeba histolytica (Okada et al., 2005) montrant son implication dans les
mécanismes d’adhésion, dans le réarrangement du cytosquelette, dans le trafic vésiculaire et dans la

dégradation. Chez les apicomplexes, ou la compartimentation cellulaire est trés importante, de
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nombreuses ¢études ont ¢été effectuées pour attribuer un rdle précis au cours de I’invasion
cellulaire aux trois organites majeurs que sont les rhoptries, les micronémes et les granules denses
(Blackman et Bannister, 2001). Chez T. gondii, 1’approche protéomique a permis d’identifier les
protéines majeures localisées dans les rhoptries et dans les granules denses (Cohen et al., 2002).
Chez Eimeria tenella, 37 protéines de micronéme ont été identifiées (Bromley et al., 2003). 11
ressort de ces études que tous ces organelles contiennent un mélange complexe de protéines qui
leurs sont, a tous trois, souvent communs, et qui jouent un role actif dans les processus d’invasion.
Les protéines de micronéme sont importantes dans la phase de reconnaissance cellulaire et sont
impliquées dans la mobilité du parasite alors que celles des rhoptries semblent étre a I’origine de la
formation de la vacuole parasitophore. Les protéines des granules denses sont, quant a elles,

prédominantes dans les modifications de la cellule-hote apres I’invasion.

2.6.5. Analyses protéomiques et thérapeutiques

L’¢tude des interactions entre les composés antiparasitaires et les parasites est devenue une
problématique majeure en parasitologie. En effet, les résistances des parasites aux traitements
disponibles constituent un réel probléme sanitaire et le développement de nouvelles chimiothérapies
ou vaccins un challenge pour les parasitologues. Actuellement, les premiers apports de la
protéomique a cette problématique sont plutdt centrés sur la description générale, a 1’échelle de la
cellule, des mécanismes de résistance et des voies métaboliques mises en jeux. C’est le cas de la
premicre analyse protéomique de la résistance d’un parasite a une chimiothérapie, le méthotrexate,
qui a été effectuée sur L. major (Drummelsmith et al., 2003 ; Drummelsmith et al., 2004) . Elle
montre les modifications physiologiques induites par le composé et les voies de détoxication
activées lors de cette résistance comme la surexpression des protéines impliquées dans les voies de
réponse au stress, ainsi que le role d’enzymes impliquées dans le métabolisme des acides aminés,
qui, jusque la, n’avaient pas été associées a ce mécanisme de résistance. Ces résultats confirment
que l’acquisition de la résistance a une molécule active est un mécanisme complexe qui fait
intervenir une grande variété de réponses cellulaires. Le méme type d’analyse a été effectué¢ pour
comprendre les mécanismes de résistance a la chloroquine chez Plasmodium (Gunasekera et al.,
2003).

L’¢étape suivante est le développement de nouveaux composés thérapeutiques, qui nécessite de
découvrir de nouvelles cibles chez le parasite, cibles qui doivent étre spécifiques. Cela nécessite
d’acquérir des données descriptives fondamentales pour avoir une meilleure compréhension de la

physiologie du parasite, ainsi qu’une meilleure connaissance du métabolisme spécifique de chaque
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stade. Ainsi, les données acquises par I’intermédiaire des différents types d’analyses protéomiques

doivent étre intégrées dans 1’optique de la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques.

2.6.6. L’analyse protéomique, un outil pour la
recherche de cibles vaccinales

A cause des mécanismes d’échappement qu’ont développés les parasites pour contrer le systéme
immunitaire (variabilité antigénique, leurres protéiques), le développement d’une cible vaccinale et
d’une réponse immune protectrice passe par la détection a grande échelle des interactions entre le
parasite et I’hote, comme par exemple la définition des épitopes d’interaction entre Plasmodium et
les lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Good et Doolan, 1999). De méme, pour comprendre la réponse
de I’hote a I’infection par T. gondii, la réactivité de sera (Geissler et al., 1999) et de cellules T
(Dlugonska et al., 2001) de patients a été testée contre des protéines parasitaires séparées par 2D-
PAGE.
L’identification dans le protéome de T. cruzi de protéines exprimées en abondance dans les stades
présents chez ’homme, constitue une piste qui pourrait permettre le développement de vaccin sur
ces nouveaux candidats (Atwood et al., 2005). Chez Plasmodium spp, bien que complexe, le
développement d’un vaccin semble étre réalisable car une réponse protectrice a pu étre obtenue par
immunisation de sporozoites irradiés (chez I’homme (Doolan et al., 2003), le singe et le rongeur).
Mais les protéines de surface actuellement connues sont des protéines a forte variabilité¢ antigénique
et ’étude fondamentale des constituants externes de ces parasites pourrait donc étre vue aussi dans
I’optique de recherche de nouvelles protéines antigéniques, candidates possibles a des essais de
vaccins. Par exemple, une étude de criblage par analyse protéomique (Florens et al., 2004) a permis
de mettre en évidence de nouvelles protéines de surface. Parmi celles-ci, une protéine a fonction
inconnue, ne présentant pas de polymorphisme et pouvant étre impliquée dans la formation d’un
complexe multiprotéique, semble €tre un candidat intéressant pour servir de cible a un vaccin

préventif.

2.6.7. Données de protéomique chez les microsporidies

Les données sur le protéome des microsporidies sont limitées seulement a trois publications. Une
premicre étude (Langley et al., 1987) porte sur I’analyse comparative des profils électrophorétiques
bidimensionnels des protéines de spores de trois espéces parasites d’insectes (Nosema bombycis,
Antonospora (Nosema) locustae et Vairimorpha necatrix). Elle met en évidence, malgré le peu de

spots visibles, des profils bidimensionnels peu similaires. Plus récemment, 200 spots protéiques ont

40






Protéomique

¢été séparés par 2D-PAGE a partir de spores d’Encephalitozoon intestinalis, une microsporidie
humaine, et 95 d’entre eux ont ét¢ montrés comme immunogenes chez le lapin, cependant aucune
identification n’a été réalisée (Moura et Visvesvara, 2001). De plus, la spectrométrie de masse
MALDI-TOF a été proposée par Moura et al. comme technique rapide d’identification des
microsporidies par détection des profils protéiques de petits peptides compris entre deux et huit kDa
(Moura et al.,, 2003). Le peu de publications traitant de protéomique microsporidienne est
¢galement a mettre en parallele avec le peu de données publiées individuellement sur des protéines
microsporidiennes. Une revue reprend les études s’intéressant aux produits des geénes d’E. cuniculi

publiées entre 2002 et 2004 (Texier et al., 2005).
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3. LA PAROI DES CHAMPIGNONS
UNICELLULAIRES

3.1. Structure et mise en place

3.1.1. Saccharomyces cerevisiae, un organisme modele
pour la paroi des levures

Comme chez toutes les cellules fongiques unicellulaires, la morphologie de Saccharomyces
cerevisiae est principalement déterminée par sa paroi. Cette structure externe assure la protection de
la cellule face aux changements de 1’environnement, défini sa forme et régule les échanges avec le
milieu extérieur. Cependant, malgré sa rigidité, cette paroi est une structure extrémement
dynamique, pouvant s’adapter aux modifications morphologiques de la levure: croissance
cellulaire, bourgeonnement cellulaire et sporulation. Elle peut subir des modifications qualitatives
en réponse aux conditions environnementales. Le cycle de développement de S. cerevisiae présente
trois formes cellulaires différentes: haploide, diploide et sporale. Du point de vue de la structure de
la paroi les formes haploides et diploides sont trés similaires. Par contre, le réle protecteur de la

paroi de la spore ou ascospore nécessite une structure pariétale trés différente.

3.1.1.1. Composition, structure et mise en place de la paroi de la cellule
végeétative

La paroi des formes végétatives de S. cerevisiae est une structure d’environ 200 nm d’épaisseur

(Klis et al., 2002). Sa composition globale est d’environ 60% de glucane, 40% de mannoprotéines,

et 1% de chitine. L’analyse en microscopie €lectronique a transmission (MET), révéle en coloration

négative une structure en doubles feuillets : le plus interne est transparent aux électrons, il est

principalement constitué¢ de B-1,3-glucane et de chitine, alors que le plus externe, dense aux

¢lectrons, est composé de mannoprotéines (Osumi, 1998).

3.1.1.1.1. Le réseau de p-glucane
La couche la plus interne de la paroi est constituée d’un réseau qui est distribué uniformément
autour de la cellule et composé de polymeres linéaires et ramifiés de molécules de B-1,3-glucane,

sur lesquelles sont liées par liaisons covalentes des molécules de B-1,6-glucane et de chitine. In
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vitro, ce polymere est structuré en simple filament, alors qu’il est ramifié in vivo, ce qui suppose des
modifications des chaines de glucanes néoformées durant leur synthése ou peu apres (Shematek et
Cabib, 1980). Plusieurs travaux ont montré l’implication de nombreuses protéines dans ces
modifications, mais leur réle précis n’a pas encore été¢ défini. Ces enzymes sont généralement non
associées a la paroi, et peuvent étre retrouvées dans le milieu de culture. C’est par exemple le cas de
I’exoglucanase Exgl, responsable de 90% de I’activité glucanase dans la cellule végétative (Orlean,
1997), ainsi que I’endonucléase Bgl2, présentant aussi une activité transglucosylase qui permettrait
la connexion des chaines néoformées sur des chaines existantes (Goldman et al., 1995). En phase
stationnaire de croissance, chaque filament est constitué¢ d’environ 1500 monomeéres de glucose,
mais certaines études montrent de plus hauts degrés de polymérisation (Muller et al., 1997). Ces
filaments sont maintenus solidaires entre eux par des liaisons hydrogene. Ce réseau apporte a la
paroi a la fois de la résistance et de 1’élasticité, grace aux structures en hélice a divers degrés
d’extension, que forment les chaines de B-1,3-glucane (Ress et al., 1982 ; Krainer et al., 1994) et
qui peuvent se déformer pour s’adapter aux variations morphologiques de la cellule. De plus, les
deux complexes [-1,3-glucane synthases, Fksl et Gsc2/Fks2, sont soumis a des régulations
environnementales impliquant de fortes variations dans le degré de polymérisation des chaines
(Cabib et al., 1998). Ces deux complexes sont notamment constitués de deux protéines
transmembranaires, les protéines Fksl et Gsc2, qui sembleraient en étre les unités catalytiques.
Cependant, elles sont aussi suspectées de former des pores transmembranaires permettant le transit
des chaines de glucane vers la paroi (Moor et Muhlethaler, 1963).

En phase stationnaire de croissance, la quantité¢ de résidus de B-1,6-glucane dans la couche la plus
interne de la paroi est estimée a environ 3 a 4 % (Montijn et al., 1999). Cependant, ce taux est
dépendant des conditions de milieu, le B-1,6-glucane étant plus abondant lors d’un développement
en milieu peu favorable. Ces résidus servent d’accepteurs de liaison au sein du réseau de glucane,
permettant la liaison de certaines protéines pariétales ainsi que des molécules de chitine (Kollar et

al., 1997).

3.1.1.1.2. La chitine
La chitine, polymére de B-1,4-N-acétylglucosamine, est présente en faible quantité dans la paroi des
levures végétatives mais sa présence est essentielle a la viabilité de la cellule (Shaw et al., 1991).
Les chaines linéaires formées s’associent en microfibrilles qui sont maintenues entre elles par des
liaisons hydrogene. Elles sont principalement rencontrées sous forme de chaines d’environ 190
résidus au niveau du site de bourgeonnement lors de la division cellulaire, puis aprés cytodiérese au
niveau de la cicatrice de bourgeonnement chez la cellule mére (Holan et al., 1981). De la chitine est

¢galement retrouvée répartie uniformément dans I’ensemble de la paroi de la cellule mere, li¢e a des

43






Paroi

résidus de B-1,3- et B-1,6- glucane (Molano et al., 1980) alors que sa présence n’est pas détectée
chez la cellule fille (Shaw et al., 1991). Le dépdt de chitine est vu, par certains auteurs (Klis et al.,
2002), comme un mécanisme de secours et de protection de la cellule. Dans le cas de cellules
déficientes dans la formation de la paroi, celle-ci peut étre constituée a plus de 20% de chitine
(contre 1 a 2 % dans le cas d’une cellule normale) (Dallies et al., 1998). Elle serait donc déposée
pour renforcer les zones fragilisées comme c’est le cas au niveau du septum et des régions
adjacentes lors de la division cellulaire.

La synthése de chitine chez S. cerevisiae fait intervenir trois chitine synthases (CSI, CSII et CSIII)
qui sont régulées indépendamment (Chuang et Schekman, 1996 ; Ziman et al., 1996). L’activité de
la protéine CSII est strictement régulée par le cycle cellulaire, avec un pic d’activité juste avant la
séparation cellulaire. Sa localisation au niveau du septum de division permet d’envisager un rdle
actif dans la mise en place de la chitine au niveau de 1’anneau de division (Cid et al., 1995). Les
chitine synthases CSI et CSIII ont été localisées au niveau du cytoplasme mais aussi au niveau des
chitosomes. Ces vésicules semblent étre dérivées des voies d’endocytose, ce qui suggere que la
régulation temporelle et spatiale de la synthése de chitine au niveau de la paroi puisse étre médiée

par la mobilisation du stock endosomique de ces deux enzymes (Ziman et al., 1996).

3.1.1.1.3. Protéines de paroi
Les protéines de paroi (ou CWP pour Cell Wall Proteins) sont classées en deux grandes familles
selon leur caractéristique de solubilité : celles faiblement liées a la paroi et solubles a I’aide de
détergents (SDS) et celles liées par liaisons covalentes qui nécessitent des traitements de
solubilisation plus complexes, comme des traitements alcalins modérés, des agents réducteurs, des
détergents ou des digestions enzymatiques. Ces traitements peuvent étre effectués de maniére
séquentielle pour faciliter 1’extraction protéique. Par exemple [’utilisation d’une protéase permet
d’éliminer les protéines les plus externes et ainsi de faciliter 1’action d’une B-glucanase qui pourra
solubiliser les protéines liées au réseau glucidique. Une technique alternative est I’analyse de la
régénération de protoplastes ou des cellules végétatives sont maintenues en survie apres avoir été
déplétées de leur paroi. L’identification des protéines excrétées dans le milieu permet d’avoir des
informations sur les acteurs impliqués dans la mise en place précoce de la paroi (Pardo et al., 1999).
Les protéines les plus solubles de la paroi sont principalement des enzymes impliquées dans la
synthése, la mise en place et les modifications du réseau de glucides de la paroi ainsi que dans la
liaison des protéines a ce réseau (par exemple les familles des glucane synthases, exoglucanases,
chitine synthase, chitine déacétylase, chitinase). On retrouve également parmi ces protéines solubles
des familles de protéines de réponse au stress, des enzymes glycolytiques ainsi que des protéines a

fonction inconnue. Les protéines liées de facon covalente au réseau glucidique sont des
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mannoprotéines qui forment la couche la plus externe de la paroi. La majorit¢ des asparagines de
ces protéines porte de longues chaines ramifiées de résidus de mannose (N-glycosylation). Les
sérines ainsi que les thréonines peuvent aussi étre glycosylées mais par de plus courtes chaines (O-
glycosylation). Ceci participe, avec les liaisons interprotéiques par ponts disulfure, a rendre cette
couche extrémement imperméable aux macromolécules. Ces mannoprotéines sont des protéines tres
hautement glycosylées, avec un taux de résidus glucidiques représentant parfois plus de 90% de la
masse de la molécule (Orlean, 1997). La fonction de ces protéines est principalement structurale. La
plus abondante est le mannane, une mannoprotéine riche en mannose, liée de maniére covalente aux
autres protéines (Pardo et al., 1999).

Les protéines liées de manic¢re covalente a la paroi présentent plusieurs types d’ancrage possible
(figure 13). Les Pir-CWP (Protein with Internal Repeats) sont directement li¢es au B-1,3-glucane
par une liaison osidique et sont labiles dans des conditions de lyse alcaline modérée (Kapteyn et al.,
2000). Elles présentent toute une structure similaire : un peptide signal, le site kex2 qui est une
région constituée de répétitions variable selon les protéines et une région C-teminale hautement
conservée présentant 4 cystéines a des positions conservées. Cette région conservée peut comporter
jusqu'a 11 répétitions qui sont les sites servant d’ancrage aux chaines de -1,3-glucane (Castillo et
al., 2003). Cela permet a une protéine Pir-CWP d’interconnecter plusieurs chaines de glucane par
I’intermédiaire de plusieurs domaines de liaison et ainsi de rigidifier la paroi. Les GPI-CWP sont,
quant a elles, liées a la paroi par I'intermédiaire d’une chaine de [B-1,6-glucane (Frieman et
Cormack, 2004). Ces protéines portent une molécule de glycosylphosphatidylinositol (GPI) qui
permet sa liaison au B-1,6-glucane par I’intermédiaire d’un pont phosphodiester. La synthése des
GPI-CWP s’effectue dans la cellule, puis elles sont exportées vers la membrane plasmique ou la
liaison de la protéine au résidu lipidique est hydrolysée, libérant ainsi la protéine de son ancre
membranaire pour lui permettre d’étre intégrée a la paroi (Lu et al., 1995). Dans le génome de S.
cerevisiae (Goffeau et al., 1996), plus de 50 protéines ont été identifiées comme de putatives
protéines de paroi avec un signal GPI potentiel (Caro et al., 1997). Un troisiéme type d’ancrage a
¢été proposé pour des protéines qui se sont avérées étre liées a d’autre CWP par des ponts disulfure
(Mrsa et al., 1997). Enfin, quelques protéines sont liées directement a la chitine par de courtes

chaines de B-1,6-glucane (Kollar et al., 1997)

3.1.1.1.4. Dynamisme de la paroi
Des levures privées de leur paroi (ou protoplastes) et maintenues dans des conditions de protection
de pression osmique et d’apport nutritif sont capables de régénérer de novo une paroi compléte.
Cependant, dans des conditions de croissance standard, le développement de la structure pariétale

est basé sur la structure existante de la cellule mére. La paroi sert donc de matrice a I’incorporation
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FONCTION PROTEINES

Perméabilité de la paroi Cewl?2, Ydri3C
Adhésion
Reproduction Sagl, Agal, Aga2, Fig2
Floculation Flol, Flo5, Flo9, Flo10
Formation de biofilm Floll
Invasion / croissance hyphale Floll

Mise en place de la paroi

Organisation des glucanes Crhl, Crh2, Crrl, Fig2, Bgl2
Division cellulaire Egt2, Pry3, Ctsl, Dse2, Dse4, Scwll
Protéine de structure Cwpl, Pirl, Pir2/HSP150, Pir3, Pir4/Cis3
Croissance isotropique Pirl, Pir2/HSP150, Pir3, Pir4/Cis3
Condition de croissance
Sporulation Spol
Phase stationnaire Sedl, Spil
Croissance en anaérobie Danl, Dan4, Tipl, Tirl, Tir2, Tir 3, Tir4
Basse température Tipl,Tirl, Tir2, Tir3
Métabolisme
Estérase Tipl
Chélation du fer Fitl, Fit2, Fit3
Protéines de réponse au stress Famille des Hsp150 et des Hsp70

Tableau 3. Fonction des principales protéines pariétales chez S. cerevisae d’apres Klis et al.
(2002).
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de nouveaux matériaux aux points de croissance, ce qui permet 1’extension et le remodelage de la
paroi des deux cellules. Il est estimé que 1200 genes affectent directement la composition et
I’organisation de la paroi (de Groot et al., 2001).

La mise en place des protéines de paroi se fait de mani¢re modulaire. En effet, des complexes
covalents composés soit de protéines Pir-CWP, soit de protéines GPI-CWP, définissent deux types
de blocs majeurs qui fonctionnent comme des unités structurales. Le complexe protéique le plus
abondant lors d’une croissance en milieu riche, est formée de GPI-CWP liées a du B-1,6-glucane
lui-méme li¢ a du B-1,3-glucane. Les GPI-CWP de ce complexe sont principalement Ccw12, Tipl,
Ssrl, Cwpl et Sagl (les fonctions de ces protéines sont indiquées dans le tableau 3). Cependant, la
nature et la composition de ces complexes sont trés variables en fonction des conditions
environnementales ou cellulaires (quantit¢ de nutriments présents dans [’environnement,
inactivation de certaines enzymes, lyse enzymatique). Les proportions des différents constituants
parié¢taux, y compris les protéines, sont extrémement variables, en réponse a de trés nombreux
stimuli, comme c’est par exemple le cas avec I’accroisement de la quantité de B-1,6-glucane et de
chitine qui viennent compenser un appauvrissement de -1,3-glucane dans la paroi.

La flexibilité de ce modéle structural pourrait expliquer les modifications spatiales et temporelles
qui ont lieu dans la paroi au cours de la vie de la cellule. La fraction glucidique est synthétisée a la
surface de la membrane plasmique. Les mannoprotéines sont synthétisées a I’intérieur de la cellule
puis sont exportées a la surface, orientées vers les voies de sécrétion grace a la présence d’un
peptide signal. Au cours de ce transit, elles sont modifiées avec adjonction principalement de motifs
glucidiques. Les deux types de macromolécules sont interconnectés a 1’extérieur de la cellule par
I’intermédiaire de liens glucidiques pour former des blocs qui sont ensuite eux-méme assemblés
pour réaliser la paroi mature. Ces étapes finales d’assemblage sont réalisées par des enzymes

spécifiques situées soit dans la membrane plasmique soit dans la paroi elle-méme.

3.1.1.2.  Composition, structure et mise en place de la paroi de I’ascospore
En réponse a la privation de nutriments, la forme diploide de S. cerevisiae sort du cycle de
multiplication végétatif par une méiose qui conduit a la différentiation de quatre cellules filles en
spores haploides (Kupiec et al., 1997). 1l s’agit d’une forme quiescente de survie, permettant le
maintien dans [’environnement jusqu'au retour de nutriments. Sa résistance est assurée
principalement par sa paroi. Il s’agit d’une structure extracellulaire stratifiée, plus complexe que la
paroi de la cellule végétative, et qui est composée de quatre couches distinctes. Ses constituants
principaux sont, de la couche la plus interne a la plus externe : des glycoprotéines, du -1,3-glucane
(Kreger-Van Rij, 1978), du chitosan (Briza et al., 1988) qui est un polymére provenant de la

déacétylation de la chitine et enfin une couche de dityrosine qui est un dimeére de molécules de
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Figure 14. Morphogenése de la paroi de la spore de S. cerevisiae. Le schéma représente
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tyrosine (Briza et al., 1986). Les deux couches les plus internes sont similaires a celles de la cellule
végétative mais en position inversée, les deux plus externes jouent un role majeur dans les
mécanismes de résistance.

La morphogenése de cette paroi est totalement indépendante de celle de la cellule végétative et se
constitue ex nihilo au niveau de la membrane plasmique sans aucune matrice, de la couche la plus
interne vers la plus externe (Tachikawa et al., 2001). Le criblage de mutants déficients dans la
capacité a sporuler a permis de proposer un modele de cette morphogenese (figure 14), faisant
intervenir les acteurs protéiques impliqués dans la formation et dans la régulation de la paroi de
I’ascospore (Rabitsch et al., 2001 ; Coluccio et al., 2004).

A D’issue de la méiose, les prospores sont entourées par deux membranes (Neiman, 1998). Entre
celles-ci s’accumulent tout d’abord les mannoprotéines. Ensuite, le B-1,3-glucane est déposé, mais
ce dépdt nécessite d’€tre organisé en un réseau cohérent pour permettre 1’acquisition de la forme
sphérique de 1’ascospore. En effet, les mutants pour les protéines responsables de cette organisation
(SPO77 et SPS2) présentent une forme allongée tout en étant cependant capable de poursuivre la
formation de leur paroi. C’est aussi pendant la synthése de cette couche de glucane que la
membrane externe est résorbée et que le cytoplasme de la spore acquiert son caractére réfringent. La
couche de chitosan est mise en place par un complexe d’au moins quatre enzymes : la chitine
synthase III qui produit au niveau de la paroi les chaines de chitine et deux chitine déacétylases
CDAl et CDA2 qui retirent le groupement acétyl aux résidus N-acétylglucosamine
(Christodoulidou et al., 1996 ; Christodoulidou et al., 1999). On peut supposer que la déacétylation
a lieu immédiatement apres la syntheése des chaines de chitine au niveau de la membrane pour
donner le chitosan incorporé a la paroi. Enfin, la chitinase CTSI est responsable de la dégradation
des résidus de chitine n’ayant pas été déacétylés et permet 1’obtention d’une structure pariétale
exclusivement composée de chitosan. Comme pour la couche de glucane, le dépot de chitosan n’est
pas suffisant pour 1’obtention d’une couche ordonnée. Son organisation est de plus indispensable
pour que les composants les plus externes puissent &tre mis en place. Elle est réalisée par les
protéines Mum3 et Osw1.

La couche la plus externe de la paroi est donc la derniére a étre mise en place et est constituée de
molécules de dityrosine liées entre elles (Briza et al., 1986 ; Briza et al., 1994). Les monomeéres de
dityrosine sont produits dans le cytoplasme par les protéines Ditl et Dit2, puis exportés vers la paroi
par la protéine Dtrl. La protéine Osw2 est nécessaire a I’agencement final de cette couche et a
I’obtention de la résistance aux facteurs extérieurs. La synthése de ces protéines est sous la
dépendance du facteur de transcription Gisl.

Les quatre ascospores produites a partir d’une cellule mere semblent étre liées entre elles par des

« extensions » de la paroi appelées interspore bridges (Coluccio et Neiman, 2004). Leur analyse en
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microscopie ¢lectronique a transmission et a balayage révele une structure qui est en continuité avec
les couches externes de la paroi et qui en présente le méme aspect. Cela suggere que ces « ponts »
sont composés de chitosan ainsi que de dityrosine. Cependant, la nature du matériel composant la
région centrale de ces extensions n’est pas encore connue. Ces prolongements pourraient favoriser
la conjugaison sexuelle entre spores sceurs et ainsi favoriser le maintien de I’hétérozygotie de S.

cerevisiae.

3.1.2. La paroi de Candida albicans, une structure
impliquéee dans la pathogénicite

La paroi de Candida albicans joue un rdle majeur dans sa morphogenése et sa pathogénicité, et
représente une cible d’intérét pour la recherche de nouvelles molécules antifongiques. De
nombreuses études ont montré que la paroi de Candida albicans présente une organisation similaire
a celle de S. cerevisiae tant au niveau de la structure que des constituants (Kapteyn et al., 2000 ;
Klis et al., 2001). Bien que similaire entre les deux champignons, cette structure présente pourtant
des fonctions variées d’une espéce a I’autre. En effet, C. albicans est un champignon commensal
mais qui peut étre pathogeéne grace a des caractéristiques d’adhésion cellulaire, et qui posséde la
capacit¢ de moduler la réponse immunitaire de 1’hote. L’analyse de ce sous-protéome a été
effectuée grace a des extraits protéiques enrichis en matériel pariétal, provenant d’extractions
différentielles sur des parois isolées (Pitarch et al., 2002). Cette étude montre qu’un grand nombre
de protéines est impliqué dans la mise en place de la paroi, et que les remaniements morphologiques
faisant suite a la formation du tube germinatif sont reliés a des changements dans la composition
des protéines de paroi (protéines de réponse au stress, enzymes, facteurs de virulence putatifs). Ces
données sont cohérentes avec les résultats des études comparatives des transcriptomes des deux
états (Fradin et al., 2003).
De nombreux constituants de la paroi sont reconnus par les anticorps de patients atteints de
candidose et jouent un role dans la pathogénicité (Nimrichter et al., 2005). C’est particuliérement le
cas des protéines de réponse au stress, Hsp90 et la famille des protéines Hsp70, qui ont été
caractérisées comme composants de la paroi. Des anticorps dirigés contre la protéine
immunodominante Hsp90 présentent un caractére protecteur vis-a-vis de la 1étalit¢ des candidoses
chez des sujets immunodéprimés. Des glucosylcéramides (GSL) sont également présents dans la
paroi : ce sont des adhésines qui peuvent se fixer aux composés hydrophiles de la membrane
plasmique. Ils ont une fonction directe dans la pathogénicité, car des anticorps anti-GSL ou des
inhibiteurs de la GSL synthase empéchent la formation du tube germinatif. Leur spécificité dans le

groupe des champignons en font des cibles de choix pour le développement d’agents antifungiques.
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Un grand nombre de mannoprotéines (dont I’antigéne majeur Mp58, une mannoprotéine fixant le
fibrinogene), joue également un réle important dans 1’adhésion a la cellule-hdte. Elles peuvent étre
divisées en deux groupes, les peptidomannanes de haut poids moléculaire et les mannoprotéines a
faible poids moléculaire. Ces deux groupes présentent des chaines glycosidiques similaires mais des
peptides ou des protéines différentes. Il s’agit principalement de protéines de type lectine, de
récepteurs et de ligands, d’intégrines ainsi que d’adhésines.

Des études de protéomique comparative entre S. cerevisiae et C. albicans ont également permis le
recensement des protéines exposées a la surface et spécifiques a Candida. Ces protéines fortement
exposées au systeme immunitaire sont des candidates potentielles pour €tre des antigénes majeurs
ainsi que des facteurs de virulence et d’adhésion. Ces analyses ont permis de mettre en évidence
qu’'une GPI-CWP ¢tait directement impliquée dans 1’adhésion de C. glabrata aux cellules
¢épithéliales humaines (Cormack et al., 1999). A plus grande échelle, elles ont également permis de
recenser des protéines exposées a la surface et fortement labiles (Urban et al., 2003) ou bien liées de

maniére covalente a la paroi (De Groot et al., 2004).

3.1.3. Les microsporidies

3.1.3.1. Lastructure en deux feuillets de la paroi
L’analyse de la paroi de la spore microsporidienne par microscopie €lectronique a transmission
révele une structure constituée de deux feuillets en contact intime. Le plus interne, I’endospore, est

situé¢ au contact direct de la membrane plasmique et supporte la couche la plus interne ou exospore.

3.1.3.1.1. L’endospore
L’endospore est une région qui apparait transparente aux ¢Electrons et qui ne présente pas
d’organisation apparente. Elle recouvre uniformément la spore avec une épaisseur constante
d’environ quatre vingt nanomeétres, a I’exception de la région du capuchon polaire ou vient s’ancrer
le tube polaire. Cette région ou se fera I’extrusion du tube polaire posséde une endospore bien plus
fine, de I’ordre d’une trentaine de nanomeétre (pour Encephalitozoon cuniculi). L’endospore est une
structure riche en polysaccharides. La chitine est le composé majoritaire (Erickson et Blanquet,
1969), sa présence a été confirmée par des réactions de coloration (Calcofluor White M2R, Uvitex
2B) ainsi que par spectrométrie a infrarouge et diffraction aux rayons X (Vavra, 1976a). Des
analyses par cryofractures et cryodécapages, effectuées sur le genre Encephalitozoon, révélent que
I’endospore est en réalité un espace parcouru par un réseau de fibrilles formant des ponts entre
I’exospore et la membrane plasmique (Bigliardi et al., 1996). Les auteurs ont avancé I’hypothése

que ces microfibrilles sont des filaments d’a-chitine interconnectés entre eux par 1’intermédiaire de
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résidus de B-chitine ou par I’intermédiaire de protéines pour former un réseau cohérent. Celui-ci
participe au maintien de la forme de la cellule et rend donc la membrane plasmique solidaire de la
paroi, expliquant pourquoi la membrane plasmique reste associée a la paroi apreés expulsion du

sporoplasme.

3.1.3.1.2. L’exospore
L’exospore est une région qui apparait dense aux ¢lectrons et principalement composée de
protéines. Les premicres analyses biochimiques ont montré une richesse en acides aminés
impliquant une structure riche en protéines (Vivares et al., 1976 ; Vavra, 1976a). La variabilité de
son aspect selon le genre et 1’espéce constitue un critére important d’identification. Elle peut étre
homogene ou stratifiée, et son aspect externe peut étre nu ou bien décoré d’ornementations allant
jusqu’a des projections de matériel pariétal. D’une extréme a 1’autre son €paisseur peut varier d’une
dizaine de nanométres a pres de 200 (Larsson, 1986). Chez le genre Encephalitozoon, I’exospore a
tout d’abord été décrite comme une structure homogene (Barker, 1975), mais les études en
cryofracture et cryodécapage (Vavra et al., 1986 ; Bigliardi et al., 1996) montrent une structure bien
plus complexe. Elle semble étre constituée de trois couches de nature, structure et densité
différentes, qui adhérent cependant intimement les unes aux autres. La couche la plus interne, assez
épaisse (une quinzaine de nanometres) est composée d’un réseau filamenteux. Directement dessus,
repose une couche intermédiaire peu dense aux électrons, d’une épaisseur de deux a trois
nanometres. Elle est constituée de fibrilles de quatre nanomeétres agencées parallelement et qui
forment une monocouche réguliere d’aspect strié¢. Enfin, la couche externe semble étre composée de
blocs d’aspect floculeux, hérissés de spicules et séparés de maniére réguliere par des espaces peu

denses aux électrons.

3.1.3.1.3. Les protéines pariétales
Peu d’études viennent éclairer la structure moléculaire de la paroi microsporidienne. A ce jour,
seules deux protéines ont été identifiées au niveau de la paroi. La protéine SWP1 (Spore Wall
Protein) de 50 kDa a été localisée au niveau de I’exospore chez E. cuniculi ainsi que E. intestinalis
et un géne homologue a été identifié chez E. hellem (Bohne et al., 2000). Aucune homologie de
domaine n’a été retrouvée pour cette protéine qui présente une région C-terminale originale,
constituée d’une série de répétitions riches en sérine et en glycine. Chez E. intestinalis, une seconde
protéine de paroi a été identifiée (Hayman et al., 2001). Cette protéine, SWP2, de 150 kDa est trés
similaire @ SWP1 au niveau de sa région N-terminale, mais elles différent par leur région C-
terminale qui est constituée d’une cinquantaine de répétitions de 12 a 15 acides aminés chez SWP2.

Des expériences d’immunoprécipitation semblent montrer que ces deux protéines forment un
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Anticorps Nombre et Réactivité croisée sur
, ) Western Blot chez la - A .
développé nature des - N Localisation E. cuniculi montrée par Auteurs
. microsporidie d’origine
contre anticorps Western blot
E. intestinalis 1 - Mab 130 kDa paroi’ non testé Beckers et al.,
1996
E. intestinalis 6 - Mab 40 a 60 kDa paroi’ 40 a 60 kDa
I - Mab 23 kDa paroi’ 23 kDa Lujan et al.,
I - Mab 55 kDa paroi’ 55 kDa 1998
E. hellem 1 - Mab 40 a 60 kDa paroi’ 40 a 60 kDa
E. cuniculi 1 - Pab 30 kDa exospore ° 30 kDa Delbac et al
1 - Pab 33 et 55 kDa endospore ° 33 et 55 kDa 1098 v
1 - Pab 55 kDa endospore ° 55 kDa
E. intestinalis 1 - Mab bande a 125 kDa exospore ° ne croise pas
1 - Mab doublet a 55/60 kDa endospore ° doublet 55/60 kDa Prioneau et al
1 - Mab doublet a 55/60 kDa paroi ne croise pas & 2000 v
1 - Mab doublet a 55/60 kDa endospore ° ne croise pas
1 - Mab bande a 55/60 kDa endospore ° ne croise pas

Tableau 4. Bilan des tailles des antigénes reconnus par des anticorps dirigés contre la surface des

microsporidies du genre Encephalitozoon. Mab pour anticorps monoclonal. Pab pour anticorps

polyclonal. Les expériences d’immunolocalisation avec un i en exposant ont été effectuées par IFA,

celles avec un e par microsposcopie électronique a transmission.
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complexe protéique dés le stade méronte. L’analyse bioinformatique de leur séquence révele la
présence d’un peptide signal et aucun ancrage membranaire, suggérant leur sécrétion a partir du
réticulum endoplasmique.

D’autres études, basée sur des expériences de cytochimie, se sont intéressées aux protéines
pariétales des microsporidies (Beckers et al., 1996 ; Lujan et al., 1998 ; Delbac et al., 1998a ;
Prigneau et al., 2000). Elles ont mis en évidence, grice a des anticorps monoclonaux et
polyclonaux, des antigénes localisés au niveau de la paroi. L’utilisation de ces anticorps en
immunodétection sur des western blots révele des protéines dont la masse apparente est
majoritairement située entre 40 et 60 kDa (tableau 4). Cependant aucune de ces protéines n’a été

identifiée.

3.1.3.2.  Morphogenese et mise en place

La mise en place de la paroi débute tres tot au cours du cycle de développement par des dépdts
irréguliers de matériel dense aux ¢€lectrons a la périphérie de la cellule. Ils sont considérés comme
correspondant a la future exospore et leur apparition marque la transition entre le stade méronte et le
stade sporonte. L’endospore se forme plus tardivement entre la membrane plasmique et cette
structure pariétale dense aux électrons. Elle apparait chez le jeune sporoblaste et s’épaissit
continuellement jusqu'a différenciation totale de la spore. Sa formation compléte est concomitante
avec I’aboutissement du cycle de développement et peut étre interprétée comme la finalisation de la
maturation de la spore, ou I’endospore vient sceller la cellule, séparant complétement le
sporoplasme du milieu extérieur (Vavra et Larsson, 1999).

La protéine SWP1 est absente chez le méronte, mais est localisée chez le jeune sporonte au niveau
des dépots de matériel dense. Elle demeure durant tout le développement de la spore a la surface de
la paroi. SWP2 est mise en place plus tardivement, lorsque que la structure pariétale du sporonte est
complétement formée (Hayman et al., 2001). Les auteurs ont proposé que ces deux protéines
puissent étre regroupées en un complexe localisé au niveau le plus externe de I’exospore. Il s’agit a

ce jour des seules données moléculaires connues sur la mise en place de la paroi microsporidienne.

3.2. R6le et fonction de la paroi microsporidienne

La paroi des champignons est une structure dont la nature et la fonction sont bien documentées.

Nous allons nous appuyer sur ces études pour éclairer les fonctions de la paroi microsporidienne.
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3.2.1. Maintien de la forme et adaptation au milieu
extérieur

L’une des fonctions principales de la paroi chez les microsporidies, comme chez de nombreux
microorganismes (levures, bactéries), est le maintien de la forme cellulaire. Cette forme est
principalement assurée par la rigidité de la paroi. De plus, chez les microsporidies cette nécessité
d’une extréme rigidité est directement liée a la capacité d’invasion cellulaire. En effet, le processus
d’extrusion du tube polaire est la conséquence d’un accroissement de la pression intracellulaire qui
n’est possible que grace a la résistance de la paroi (Frixione et al., 1997). Cette paroi est également
remarquable pour la protection qu’elle apporte au contenu cytoplasmique. Elle permet la résistance
de la spore lors de I’exposition aux stress environnementaux aprés libération du parasite de la
cellule-hote. Sa capacité de résistance permet ainsi de conserver intact le pouvoir infectieux de la
spore pendant plusieurs années a 4°C dans I’eau ou congelée jusqu'a de trés faibles températures
(-80°C). De méme, elle permet la survie de la spore pendant plusieurs heures a des pH acides et
basiques (Shadduck et Polley, 1978 ; Koudela et al., 1999).
Nous avons vu que chez Saccharomyces cerevisiae, la paroi est une structure remarquable par son
dynamisme et sa capacité d’adaptation en réponse aux stress environnementaux et aux perturbations
génétiques. L’intégrité cellulaire est assurée par la variation relative et le degré de liaison des
polymeres constituant la paroi. La synthése d’un composé est intimement controlée par la présence
des autres, lui permettant ainsi d’étre incorporé de maniére plus importante pour en compenser un
autre. Cette structure est donc capable de résister a des modifications (thermique, pH, oxydation) du
milieu extérieur, tout en maintenant possible les transferts de nutriments ainsi que les secrétions de
la cellule. Par comparaison, le petit nombre d’¢tudes dédiées a ce sujet laisse apparaitre une paroi
microsporidienne bien moins dynamique. En effet, aprés avoir subi de nombreuses modifications au
cours du cycle de développement, elle semble ne pas présenter de dynamique chez la spore mature

et isoler complétement le milieu intrasporal du milieu extérieur (Vavra et Larsson, 1999).

3.2.2. Relation héte-pathogéne

3.2.2.1.  Adhésion / reconnaissance
Les protéines pariétales, par leur positionnement a la périphérie de la cellule, jouent un réle majeur
dans la liaison et la reconnaissance des protéines cibles de la cellule-hote et sont intimement liées
aux mécanismes d’activation des pathogénes. Ainsi, chez les champignons du genre Candida,
plusieurs protéines localisées a la paroi sont impliquées dans les mécanismes de liaison a la surface
cellulaire par reconnaissance de résidus glycosidiques (Cormack et al., 1999 ; Santoni et al., 2002 ;

Alberti-Segui et al., 2004).
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Chez les microsporidies, les signaux conduisant a I’activation de 1’invasion n’ont pas été établis.
Mais on peut supposer que le mécanisme de reconnaissance de la cellule-hdte fasse intervenir des
protéines parié¢tales quel que soit le modeéle d’invasion cellulaire retenu par perforation de la
membrane de la cellule-héte par le tube polaire ou par endocytose induite (Weidner et Sibley, 1985
; Couzinet et al., 2000). Cependant, plusieurs études rapportent le role des sucres dans ces
mécanismes d’adhésion et de reconnaissance. Des travaux ont montré que la présence de
glycosaminoglycanes (ou GAGs) a la surface de la cellule-hdte était nécessaire a 1’établissement de
I’adhésion cellulaire chez E. intestinalis (Hayman et al., 2005). C’est par cette famille de molécules
que d’autres parasites se fixent a leur cible. C’est par exemple le cas des sporozoites de P.
falciparum qui se lient a I’héparine et a I’héparan sulfate présent a la surface des hépatocytes et des
cellules placentaires (Frevert et al., 1993 ; Wadstrom et Ljungh, 1999). Les travaux de Hayman ont
¢galement montré que le taux d’infestation de la spore microsporidienne était fortement réduit
lorsqu’on inhibait son adhésion par des anticorps dirigés contre des épitopes localisés a la paroi.
Pour la premicre fois, est mise en évidence une relation directe entre adhésion et invasion chez les
microsporidies. D’autre part, chez E. cuniculi, des expériences montrent une reconnaissance par la
concanavaline A des protéines PTP1 et SWPI1 (Bohne et al., 2000 ; Xu et al., 2003). Leur
glycosylation pourrait étre une O-mannosylation, seule voie de glycosylation déduite du génome
d’E. cuniculi. Ces glycosylations joueraient un role significatif dans la capacité de la spore a

envahir la cellule-hdte (Xu et al., 2004 ; Xu et Weiss, 2005).

3.2.2.2. Laparoi et la réponse immunitaire : intérét pour le diagnostic.

Un autre aspect important de I’interaction avec I’hote est la capacité du pathogéne a moduler la
réponse immunitaire de 1’hote. Chez Candida spp, la capacité des constituants de la paroi a activer
ou déprimer la réponse immunitaire a été largement étudiée (Cassone, 1989). Le mannane et les
mannoprotéines montrent une trés forte activité élicitrice sur 1’intégralité des agents du systéme
immunitaire : cellules NK, phagocytes, immunités cellulaire et humorale (Domer, 1989 ; Palma et
al., 1992). Cependant, la paroi n’est pas seule responsable de 1’activité pathogéne de Candida, et le
role des protéines sécrétées a été clairement démontré.

Chez les microsporidies, la réponse immunitaire de 1’héte durant I’infection a été étudiée, tant au
niveau des mécanismes immunitaires mis en ceuvre que de I’immunogénicité des protéines
microsporidiennes. La réponse humorale anti-microsporidienne chez I’animal et chez ’homme est
principalement dirigée contre les constituants les plus externes du parasite (protéines de tube polaire
et de paroi) (Weiss et al., 1992 et données personnelles). La forte immunogénicité de ces structures
peut s’expliquer par leur exposition directe au systéme immunitaire, ainsi que par la présence de

résidus glucidiques exposés connus pour leur activité élicitrice. Cependant, chez la souris, la
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réponse humorale n’est pas suffisante pour prévenir la mortalité de 1’hote et éliminer le parasite
(Khan et al., 2001). La régulation de I’infection nécessitant en fait la mobilisation de I’immunité
cellulaire (Braunfuchsova et al., 2001).

La nature immunogene de la paroi autorise 1’utilisation des anticorps dirigés contre les protéines
pariétales comme marqueurs €pidémiologiques utilisables pour le diagnostic (Franzen et Muller,
2001) et le suivi a long terme des microsporidioses (van Gool et al., 2004). La production de
protéines recombinantes reconnues par ces anticorps permettrait la mise au point de kits de
détection (par technique ELISA) fiables et reproductibles. De plus, la fraction glycosidique de la
paroi peut aussi €tre utilisée pour permettre la détection directe des spores microsporidiennes. C’est
par exemple le cas de la chitine dont I’affinité¢ pour les fluorochromes Uvitex 2B et Calcofluor
White permet la coloration et la visualisation directe de la paroi (Vavra et Chalupsky, 1982 ;

Ignatius et al., 1997), permettant ainsi une détection et un dénombrement simples et directs.
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4. ANALYSE DU PROTEOME du parasite

eucaryote FEncephalitozoon cuniculi © une
carte de référence des protéines majeures

exprimées en fin de sporogonie

Dans le contexte de I’exploitation du génome d’E. cuniculi, nous avons mené, avec 1’équipe de J.
Garin (Laboratoire de Chimie des Protéines, ERM 201 INSERM/CEA/UJF, CEA Grenoble), la
premicre analyse descriptive du protéome d’une microsporidie. Ces travaux nous ont permis
d’obtenir une premiére vision intégrée de la physiologie du parasite.

Pour des contraintes techniques liées a la séparation et a la purification des différents stades du
parasite, nous avons centré notre €tude sur les stades tardifs de la sporogenese qui sont plus
facilement accessibles a I’analyse moléculaire. En effet, des quantités suffisantes de cellules d’E.
cuniculi sont difficiles a obtenir a partir de cultures de cellules adhérentes infestées ou le parasite se
multiplie de fagcon asynchrone dans des vacuoles parasitophores jusqu’a éclatement de ces cellules-
hotes. Apres récolte des surnageants de culture, les stades parasitaires les plus jeunes ne résistent
pas aux étapes de purification des débris cellulaires et seuls les stades les plus résistants peuvent
étre étudiés. 11 s’agit des stades ou la paroi est mise en place et assure une protection suffisante,
c'est-a-dire ceux de fin de sporogonie ainsi que les spores matures.

Les échantillons protéiques ont été¢ obtenus par extractions séquentielles d’un méme échantillon de
parasites. Les protéines ont tout d’abord été extraites en conditions dénaturantes a 1’aide de
chaotropes, de détergents et d’agents réducteurs (solution d’urée, thiourée, CHAPS, SDS et DTT) et
une combinaison de traitements thermiques et de sonication. Une extraction par traitement alcalin a
été ensuite effectuée sur le culot de matériel insoluble. Enfin, les protéines résistantes aux
précédents traitements ont été solubilisées par solution de Laemmli. Les protéines du premier extrait
ont été séparées par électrophoreéses 2D-PAGE (gels de 18 cm, gammes de pl 3-10 et 5-8, coloration
au bleu de Coomassie). 402 spots protéiques ont été sélectionnés et analysés par spectrométrie de
masse de type MALDI-TOF et MS/MS. Ces spots présentent une masse apparente comprise entre
10 et 250 kDa, et des pl étalés sur I’intégralité de la gamme de pH, avec cependant une plus forte
concentration dans la fenétre de pl comprise entre 5 et 8. Les extraits protéiques obtenus par
traitement alcalin et par solution de Laemmli sont incompatibles avec la séparation par 2D-PAGE.
IlIs ont ainsi chacun fait 1’objet d’une analyse de type « Shotgun» : digestion trypsique de

1’échantillon puis analyse des peptides par LC-MS/MS.

56






Résultats

Nous avons ainsi pu identifier 139 protéines dans I’extrait urée, 17 dans I’extrait alcalin et 50 dans
I’extraction au Laemmli. Certaines de ces protéines étant communes aux trois analyses, nous avons
finalement identifi¢ 177 protéines différentes correspondant aux stades tardifs de formation de la
spore de E. cuniculi, ce qui représente 9% des 2000 séquences codantes du génome nucléaire. De
plus, les extractions différentielles effectuées sont de plus en plus stringentes, en particulier dans la

solubilisation des protéines comportant des domaines transmembranaires.

Les protéines identifiées ont été distribuées en 12 classes fonctionnelles. La plus représentée, avec
pres de 25% des protéines identifiées, correspond aux protéines sans fonction prédite, suggérant
qu’une large proportion des génes d’E. cuniculi codant pour des protéines a fonction inconnue est
exprimée. Cela constitue également une validation de 1’annotation automatique du génome. Pour les
protéines dont la fonction est connue, la sur-représentation de certaines classes fonctionnelles par
rapport au génome est cohérente avec les données connues sur la physiologie et la biochimie du
parasite comme, par exemple, la protection contre les stress environnementaux.

Une part importante des protéines identifiées (42,9% des 120 protéines identifiées dans 1’extrait
urée) présente de multiples isoformes (variations de masse et de pl), comme par exemple I’actine
(cinq isoformes). Ces variations sont probablement dues a des modifications post-traductionnelles
importantes. De nombreuses enzymes impliquées dans ces mécanismes ont d’ailleurs été annotées
dans le génome d’E. cuniculi: glycosylation, acétylation, muyristoylation, isoprénylation,
phosphorylation et protéolyse. Ces modifications post-traductionnelles sont probalement un moyen
d’accroitre la diversit¢ moléculaire et fonctionnelle dans le contexte d’un parasite disposant d’un
faible répertoire protéique, conséquence de son petit génome. De plus, ces modifications peuvent
intervenir dans les mécanismes de régulation cellulaire, comme par exemple la phosphorylation
dans la transduction des signaux de la membrane plasmique vers le noyau. Aux vues des données de
ce protéome, nous proposons un modele de contrdle du cycle cellulaire au niveau sporal. D’autre
part, l’identification de plusieurs composants de la machinerie de traduction ainsi que du
métabolisme €énergétique semble étre paradoxale dans des stades de fin de sporogenése, ou un
ralentissement des mécanismes cellulaires dans la forme de dissémination du parasite (la spore) est
plutot attendu. Il peut s’agir du reflet de synthéses protéiques tardives chez les sporoblastes, ou bien
alors de mise en réserve de matériel pour I’initiation immédiate d’un nouveau cycle de
développement apres 1’invasion cellulaire.

En conclusion, ces résultats permettent de dresser 1’image d’une cellule ou de nombreux
mécanismes de défense, de détoxication et de maintien de la structure des protéines permettent la

survie de la spore dans I’environnement ainsi que la conservation de son pouvoir infectieux.
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Table S1: Identified E. cuniculi spore proteins.

MALDI-TOF-MS" LC-MS/MS"
CDS number ' Protein function " Extract” Abun- MM/pl  MM/pl Mascot pepti- covera- Mascot pepti-  covera-
dance” exp’ calc’ Score des ge (%) _ Score des ge (%)
1, Metabolism
nucleotide metabolism: deoxyribonucleotide metabolism
ECU08_1380 glutaredoxin u a a 12/5.4 - - 60 1 24
nucleotide metabolism: other
ECU06_1530 nucleoside diphosphate kinase A u + 21/5.8 17/6.3 72 8/28 43 117 3 22
phosphate metabolism
ECU10_0340 inorganic pyrophosphatase U ++ MF(3) 32/5.4 60 7118 26 249 5 19
¢_compound and carbohydrate metabolism
ECUO01_0970 aldose reductase U +++ MF(2) 33/8.5 116 14/39 46 - - -
ECUO07_1280 glucosamine fructose-6-phosphate aminotransferase U-L + 74/59  78/6.2 125 15/19 14 372 5 22
ECU01_0650 phosphoacetylglucosamine mutase L @ @ 59/5.5 - - - 333 4 18
ECU11_1780 UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase L @ a 38/8.7 - - - 63 1 7
lipid, fatty acid and isoprenoid metabolism: biosynthesis
ECU11_0870 ethanolamine phosphate cytidyltransferase U +++ MF(4) 37/6.0 179 19/35 63 104 2 27
lipid, fatty acid and isoprenoid metabolism: degradation
ECUO06_0940 acetyl-CoA-C-acyltransferase U + 40/6.1  42/6.4 82 14/40 33 - - -
2, Energy
alycolysis
ECUO01_0240 fructose-bisphosphate aldolase U-L + MF(3) 38/6.8 61 6/15 15 370 4 29
ECUO05_0650 glucose-6-phosphate isomerase L @ @ 58/6.9 - - - 352 5 21
ECUO09_0640 pyruvate kinase U + 54/5.9  58/5.8 54 8/21 14 - - -
pentose phosphate pathway
ECU08_1850 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase U ++ 46/5.3  50/5.4 189 20/20 40 283 5 17
trehalose metabolism
ECU01_0800 alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase, catalytic subunit U ++ MF(2) 53/5.5 49 8/25 17 102 1 2
ECU01_0870 trehalose-6-phosphate phosphatase N @ @ 82/6.3 - - - 36 1 1
ECU03_0280 UTP glucose-1-phosphate uridyltransferase U-L + MF(2) 56/6.5 69 10/24 23 105 2 4
(continues)
i Coding DNA Sequence number in the E. Cuniculi genome
ii  Numbers in bold refer to the most abundant proteins (see Table 1 and Figure 2)
iii U = urea extract; N= NaOH extract; L= Laemmli extract
iv See Materials and methods for determination of the protein abundance
v Molecular mass (MM) is in kDa; MF(x) means “multiple forms (number of isoforms found)”
vi When several MS data were obtained for the identification of a given protein, only the one with the highest Mascot score is given.
& not determined (Some parameters were only determined on 2D gels)
MALDI-TOF-MS"' LC-MS/MS”
CDS number ' Protein function " Extract" Abun- MM/pl MM/pl Mascot pepti- covera- Mascot pepti- covera-
dance” exp' calc' Score des ge (%)  Score des ge (%)
3, Cell growth, cell division and DNA synthesis
DNA replication factor A and C
ECUO09_1330 DNA replication factor C subunit U +++ 38/5.1 32/5.2 56 718 20 - - -
recombinaison and DNA repair.
ECU07_0610 DNA repair protein RAD50 V] + 200/4.1 146/5.7 48 13/28 8 - - -
ECU09_1390 RUVB-like DNA helicase U + 50/5.6 47/5.7 54 6/18 51 - - -
cell cycle control and mitosis: protein phosphatases
ECUO05_0440 ser/thr protein phosphatase 1-1, gamma catalytic subunit U ++ 22/46  52/6.2 - - - 239 2 13
cytokinesis
ECU11_1950 septin u + 43/5,0 47/5,6 - - - 301 6 18
ECU09_0820 septin U + 32/5.3 34/5.8 91 9/12 23 175 4 15
ECUO01_1370 septin-like protein U +++ MF(2) 43/5.3 - - - 175 2 6
4, Transcription
tRNA modification
ECU08_1450 N2,N2-dimethylguanosine-tRNA methyltransferase U + 48/5.5  48/8.6 95 7112 20 - - -
transcriptional initiation factors
ECU01_1330 transcription initiation factor (TFIID family) u 2 @ 15/8.7 - - 70 1 10
pre-mRNA splicing factors
ECUO5_1440 arginine/serine-rich pre-mRNA splicing factor U ++ MF(3) 35/6.1 76 5/11 28 - - -
mRNA processing (5'-end, 3'-end processing)
ECU08_0380 cleavage stimulation factor U + MF(2)  25/6.0 - - - 118 1 11
ECU10_1110 polyadenylate-binding protein 2 U + 48/5.8  57/7.6 67 13/47 24 48 1 3
5, Protein synthesis
60S ribosomal proteins
ECUO07_0820 acidic ribosomal protein PO (AQ) u + 31/85 32/8.8 71 9/37 25 - - -
ECU07_0110 acidic ribosomal protein P2 (A4) u 2 2 12/4.2 - - - 61 1 11
ECUO06_1120 60S ribosomal protein L36 L 2 @ 12/10.9 - - 90 1 36
ECU07_1820 60S ribosomal protein L35 L 2 2 14/11.3 - - 68 1 16
=ECU11_2060
=ECU10_0070
ECU03_0710 60S ribosomal protein L34 L @ @ 12/11.5 - - 78 1 17
ECU04_0740 60S ribosomal protein L22 U-N 2 @ 13/9.3 - - 41 1 41
ECU08_2010 60S ribosomal protein L12 V] @ @ 18/9.5 - - - 210 4 36
ECU02_0610 60S ribosomal protein L11 N 2 @ 19/9.7 - - 52 1 6
ECU08_1570 60S ribosomal protein L10 L 2 @ 25/10.5 - - - 139 2 15
ECU05_0600 60S ribosomal protein L10A (L1) u + 32/8.0 25/8.2 59 7123 29 179 3 21
ECU02_0750 60S ribosomal protein L7A (L8) N 2 @ 24/9.5 - - - 85 1 12
ECU03_1220 60S ribosomal protein L3 L 2 @ 42/10.4 - - - 213 3 23
40S ribosomal proteins
ECU06_1445 40S ribosomal protein S26 N 2 @ 12/10.4 - - 65 1 11
ECU10_0400 40S ribosomal protein S23 N 2 @ 15/10.4 - - 36 1 13

(continues)



Résultats

Proteomic analysis of the eukaryotic parasite Encephalitozoon cuniculi (Microsporidia): a

reference map for proteins expressed in late sporogonial stages.

Damien BROSSON ?, Lauriane KUHN *, Frédéric DELBAC ?, Jérdme GARIN °, Christian P.

VIVARES?, Catherine TEXIER *

* Equipe Parasitologie Moléculaire et Cellulaire, LBP, UMR CNRS 6023, Université Blaise Pascal,

63177 Aubiere, FRANCE

® Laboratoire de Chimie des Protéines, ERM 201 INSERM/CEA/UJF, CEA/Grenoble Cedex 9,

38054 Grenoble, FRANCE.

¢ Fondation Rhone-Alpes Futur, 89 rue Bellecombe, 731 Z, 69003 Lyon Cedex 03, FRANCE

D. Brossson and L. Kuhn equally participated in this work and are both considered as first authors.

Manuscrit soumis a la revue Proteomics

Abstract:

The microsporidian Encephalitozoon cuniculi
is a unicellular obligate intracellular parasite
considered as an emerging opportunistic
human pathogen. The differentiation phase of
its life cycle leads to the formation of stress-
resistant spores. The E. cuniculi genome (2.9
Mbp) having been sequenced, we undertook a
descriptive proteomic study of a spore-rich
cell population isolated from culture
supernatants. A combination of two-
dimensional electrophoresis (2-DE) and 2-
DE-free techniques was applied to whole-cell
protein extracts. Protein identification was
performed using an automated MALDI-TOF-
MS platform and a nanoLC-MS/MS
instrument. A reference 2-DE map of about
350 major spots with multiple isoforms was
obtained, and for the first time in

Microsporidia, a large set of unique proteins

(177) including proteins with unknown
function in a proportion of 25.6% was
identified. The data are mainly discussed with
reference to secretion and spore structural
features, energy and carbohydrate
metabolism, cell cycle control and parasite

survival in the environment.

1. Introduction

Microsporidia are obligate intracellular
parasites that infect a wide variety of animals
ranging from insects to mammals.
Phylogenetic analyses based on some
conserved proteins have shown that
microsporidia are related to fungi [1]. This
phylum of amitochondriate unicellular
eukaryotes consists in about 150 genera with
more than a thousand different species. Seven
genera (Encephalitozoon, Enterocytozoon,
Pleistophora, Trachipleistophora, Vittaforma,
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Table S1 (continues)

MALDI-TOF-MS"' LC-MS/MS"
CDS number ' Protein function " Extract" Abun- MM/pl  MM/pl Mascot pepti- covera- Mascot pepti- covera-
dance” exp" calc’  Score des ge (%)  Score des ge (%)
40S ribosomal proteins (continues)
ECU06_1110 40S ribosomal protein S18 u a @ 17/10.6 - - - 66 1 9
ECU02_0770 40S ribosomal protein S17 u @ @ 14/9.0 - - - 58 1 23
ECU03_0650 40S ribosomal protein S14 L @ b 14/11.1 - - - 50 1 13
ECU08_1060 40S ribosomal protein S13 L a @ 17/10.4 - - - 35 1 7
ECU05_0920 40S ribosomal protein S9 N a @ 21/9.7 - - - 47 1 6
ECU11_0780 40S ribosomal protein S7 U ++ 21/8.3  20/9.1 71 10/31 50 137 3 22
ECU04_0140 40S ribosomal protein S5 U-L a @ 23/10.6 - - - 172 2 6
ECU08_0870 40S ribosomal protein S4 N a @ 30/9.3 - - - 34 1 7
ECU09_1250 40S ribosomal protein S3 5 U ++ MF(3) 26/9.2 62 9/39 34 58 1 5
ECU04_0450 40S ribosomal protein SA ou P40 U + 32/5.7 28/5.8 131 13/21 44 - - -
ECU11_1620 40S ribosomal protein S19 V] + 20/6.0  20/7.0 65 7n7 34 148 3 25
translation: initiation
ECUO09_1200 translation initiation factor elF4A U-N-L + 50/5.4  49/5.6 138 24/30 49 94 2 12
translation: elongation
ECU04_1100 translation elongation factor eEFla 6 U-N-L +++ MF(4) 56/9.1 156 22/25 44 527 8 36
ECU11_1460 translation elongation factor eEF2 U-L + 84/6.7  94/7.0 75 11/24 14 375 7 18
translational control
ECU10_0620 nonsense-mediated MRNA decay protein L @ b 107/4.8 - - - 101 1 10
tRNA synthetases
ECU08_0550 arginyl-tRNA synthetase L a a 64/5.9 - - - 55 1 8
ECU08_0490 cysteinyl-tRNA synthetase U + 57/6.0 56/6.3 58 718 11 - - -
ECU10_1790 glycy-tRNA synthetase U -+ 68/6.0 67/6.2 131 13/19 21 - - -
ECU02_1360 prolyl-tRNA synthetase u + 59/6.0 59/6.9 109 14/20 28 - - -
ECU04_0750 seryl-tRNA synthetase U + 52/5.9  49/6.2 39 15/51 22 - - -
ECU11_0530 tryptophanyl-tRNA synthetase 7 U-L +++ MF(2) 4416.4 175 22/35 48 83 2 15
6, Protein destination
protein folding and stabilization : T Complex Protein 1 (TCP1)
ECU03_0220 TCP1 alpha subunit U ++ MF(3) 58/6.3 67 9/24 16 85 1 9
ECU09_0480 TCP1 beta subunit U ++ MF(2) 56/6.3 232 24/29 45 - - -
ECU10_0240 TCP1 gamma subunit U ++ MF(2) 57/5.7 100 13/15 24 - - -
ECU02_0520 TCP1 delta subunit U-L + 51/5.6  53/5.7 - - - 68 1 3
ECU06_0990 TCP1 epsilon subunit U ++ MF(3) 58/4.9 61 7118 22 - - -
ECU10_0630 TCP1 eta subunit U ++ MF(2) 56/5.8 148 17/19 34 334 5 20
ECU04_1020 TCP1 theta subunit L a @ 54/8.3 - - - 56 2 4
protein folding and stabilization : chaperones
ECU11_1830 heat-shock protein, HSP70 family L a a 76/5.1 - - - 56 1 4
ECUO03_0520 heat-shock protein, HSP70 family 8 U-N-L +++ MF(7)  75/5.4 185 20/23 34 694 12 36
ECU02_1100 heat-shock protein HSP 90 U-L + 75/4.9  79/5.1 209 26/37 36 727 1 14
ECU02_0100 HS70 protein cognate 4 (HSC70) 9 U ++ MF(6) 76/5.2 215 31/32 43 404 7 1
(continues)
MALDI-TOF-MS"' LC-MS/MS"
CDS number ' Protein function " Extract™ Abun- MM/pl MM/pl Mascot pepti- covera- Mascot pepti- covera-
dance” exp' calc’ Score des ge (%)  Score des ge (%)
protein folding and stabilization : isomerases
ECUO08_0470 peptidylprolyl cis-trans isomerase (cyclophilin) U ++ MF(3) 19/6.6 75 8/14 44 195 6 48
ECU09_1560 protein disulfide isomerase U + 49/4.7  50/4.9 - - - 68 1 3
protein modification: acetylation
ECUO07_0750 histone acetyltransferase type B, subunit U + 49/4.7  43/4.9 - - - 56 1 5
protein modification : glycosylation
ECUO05_0260 phosphomannomutase U ++ MF(2)  30/5.8 147 14/26 43 - - -
protein modification : prenylation
ECU09_1870 dehydrodolichyl diphosphate synthase (cis-prenyltransferase) U + 34/5.1  31/9.5 62 6/17 20 - - -
protein modification: processing
ECU10_0750 methionine aminopeptidase 2 U + 41/5,8 40/6 - - - 299 4 27
proteolyse: cytoplasmic degradation: 26S proteasome
ECU11_1670 proteasome alpha-type subunit U ++ 29/6.0 27/6.5 101 11/21 35 - - -
ECU07_1420 proteasome alpha-type subunit U + 28/5.2 33/55 - - - 128 4
ECU09_0330 proteasome alpha-type subunit U ++ 30/5.7 27/5.8 130 13/22 54 - - -
ECUO5_1340 proteasome alpha-type subunit U ++ 30/55 26/5.9 89 12/19 38 - - -
ECUO05_1400 proteasome alpha-type subunit U ++ 32/5.9 26/6.3 96 11/19 41 - - -
ECUO05_0290 proteasome beta-type subunit U + 29/5.7  26/6.0 66 9/22 30 249 4 10
ECU10_1450 proteasome beta-type subunit u b b 22/7.6 - - - 95 1 10
ECU09_0720 proteasome beta-type subunit U + 30/6.1 25/6.7 - - - 245 3 20
ECU08_0280 proteasome beta-type subunit u + 26/5.4  22/5.7 73 10/37 31 - - -
ECU02_0480 proteasome regulatory subunit 1 L @ @ 88/4.9 - - - 47 1 4
ECU05_1540 proteasome regulatory subunit 3 L b b 43/8.2 - - - 53 1 10
ECU04_0310 proteasome regulatory subunit 4 L @ @ 89/5.0 - - - 41 1 1
ECU07_1640 proteasome regulatory subunit 4 U + 49/6.3  47/6.4 129 12/12 35 - - -
ECU10_1420 proteasome regulatory subunit 6A (tat-binding protein 1) U ++ 45/5.9  45/6.1 146 16/23 44 - - -
ECUO08_1970 proteasome regulatory subunit 6 U + 44/8.4  43/8.6 101 14/32 28 - - -
=ECU10_0130
ECU09_1840 proteasome regulatory subunit 8 U + 41/8.5 51/8.4 - - - 171 3 6
ECU11_0570 proteasome regulatory subunit 11 U + 33/6.2 33/6.7 - - - 109 2 9
ECUO01_1230 protein of the CDC48/PAS1/SEC28 family of ATPases (AAA) 10 U-L ot MF(3) 87/5.8 125 18/20 27 131 3 9
proteolyse: cytoplasmic degradation : ubiquitin_conjugating enzyme E2
ECUO01_1010 ubiquitin-conjugating E2 subunit 11 U +++ MF(2) 25/5.3 51 7/41 21 - - -
proteolyse: other
ECU10_1770 cytosol aminopeptidase (X-Leu/X-Pro) U-L ++ MF(3) 60/7.6 181 29/38 36 332 4 8
7, Transport facilitation
ABC transporters
ECU11_1340 similarity to yeast ABC transporter-like fragment L b b 66/6.0 - - - 41 1 6

(continues)



Brachiola and Nosema) are currently known
to contain human-infecting species with a
high seroprevalence in immunocompetent
populations [2]. These emerging human
pathogens are responsible for various
digestive and nervous clinical syndromes in
immunocompromised AIDS and organ
transplant patients [3]. Microsporidia display
an original invasion mechanism, involving the
polar tube, a cylindrical and very long
structure that is coiled within the spore. It can
be quickly extruded at the anterior pole of the
spore and is used to transfer the spore
contents or sporoplasm into a target cell. The
cycle of the internalized parasite comprises a
proliferation phase or merogony (binary or
multiple divisions), followed by a multi-step
differentiation phase or sporogony: (i)
meront-to-sporont transformation (onset of
cell wall formation), (ii) sporont division
leading to sporoblasts and (iii) conversion of
sporoblasts into spores [4]. According the
considered genus, the intracellular
development takes place either in direct
contact with host cytoplasm, inside a secreted
vesicle-like structure (sporophorous vesicle)
or less frequently inside a membrane-bounded
vacuole (parasitophorous vacuole). Finally,
the spores equipped with a complete cell wall
and invasion apparatus are released in the
environment by host cell disruption.

The Encephalitozoon genus includes three
species (E. cuniculi, E. hellem, E. intestinalis)
that are uninucleate and multiply via binary

division inside parasitophorous vacuoles [4].

Résultats

Encephalitozoon cuniculi was the first
eukaryotic parasite the nuclear genome of
which was completely sequenced [5],
providing an insight into its potential
metabolism. Its minimal genome among
eukaryotes (~2.9 Mbp) comprises about 2000
coding  sequences, 55%  of  these
corresponding to proteins of unknown or
hypothetical function. The nuclear genome of
Antonospora (Nosema) locustae, a
microsporidia parasite of insects, is in
progress (“Nosema locustae Genome Project”
at  http://jbpc.mbl.edu/Nosema/). Other
genome sequences are now available for
several  protistan  parasites  including
apicomplexans [6-11], kinetoplastids [12-14]
and the  amitochondriate =~ Entamoeba
histolytica [15].

With these increasing genome projects,
parasitological problems can be addressed by
proteomic analysis [16-18] using either the
conventional strategy which involves two-
dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis  (2-DE)  and  protein
identification by mass spectrometry, or the
Multidimensional ~ Protein  Identification
Technology (MudPIT) which is a LC-MS/MS
particular implementation devoted to 2-DE-
free shotgun proteomics [19, 20]. As regard to
apicomplexan parasites, the malaria agent
Plasmodium falciparum was subjected to
various proteomic studies providing a wealth
of information on protein expression during
life cycle [21, 22], novel surface proteins [23],

host-parasite interactions with delineation of
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Table S1 (continues)

MALDI-TOF-MS" LC-MS/MS"
CDS number ' Protein function " Extract" Abun- MM/pl  MM/pl Mascot pepti- covera- Mascot pepti- covera-
dance” exp'’ calc'  Score des ge (%)  Score des ge (%)
8, Intracellular transport
nuclear transport
ECUO04_1560 nuclear GTP binding protein ] ++ 28/6.3  24/6.9 64 9/26 35 286 4 14
ECU02_0140 ran-specific GTPase-activating protein U + 30/6.0 25/6.3 110 9/19 39 - - -
vesicular transport: ADP ribosylation factor (ARF
ECU08_1930 GTP-binding protein, ADP ribosylation factor family U ++ 26/5.8  24/6.3 78 8/15 28 110 4 24
= ECU10_0090
ECUO05_0090 GTP-binding protein, SAR-type, ARF family 12 U +++ MF(2) 25/5.4 81 9/32 49 253 5 32
vesicular transport: COP | coat
ECU08_0680 coatomer complex, zeta subunit U ++ 22/4.6 19/5.4 53 7131 30 22 1 15
vesicular transport: COPII coat
ECU11_0790 COPII, protein transport SEC23 L @ @ 81/5.8 - - - 59 1 7
vacuolar transport : vacuolar H-ATPase (VOV1)
ECU11_1280 H'-ATPase V,, A subunit U + 63/5.4 73/8.5 149 22/27 33 - - -
ECU10_1040 H'-ATPase V,, B subunit u ++ MF(3)  53/5.1 80 14/33 32 212 3 14
vacuolar transport : other
ECUO03_0900 vacuolar protein sorting-associated protein L @ @ 59/6.0 - - - 36 1 3
other intracellular_transport activities
ECU07_0760 DNAJ homolog 2 involved in mitochondrial protein import U + 43/8.5  44/9.0 107 15/36 31 - - -
ECU03_1010 similarity to 14.3.3 protein V] ++ MF(2) 30/5.1 157 16/31 45 - - -
9, Cellular organization and biogenesis
cell surface
ECUO09_1950 similarity to mammalian integral membrane protein N-L @ @ 20/9.0 - - - 111 1 7
ECU10_1660 spore wall protein 1 (SWP1) 13 U-N-L +++ 50/4.0  46/5.1 66 13/17 12 157 4 8
ECU11_1320 similarity to Plasmodium membrane protein u @ @ 18/4.5 - - - 46 1 9
Cytoskeleton
ECUO01_0460 actin 14 U-N-L +++ MF(5) 42/5.8 146 14/18 41 535 9 40
ECUO04_1000 myosin heavy chain, non muscle type A U ++ MF(2) 199/6.0 74 19/34 9 - - -
ECU03_0820 beta-tubulin U ++ 49/4.9 52/5.1 49 13/27 21 - - -
chromosome structure
ECU02_0720 histone H2A U @ @ 14/9.7 - - - 90 2 17
ECU08_0410 histone H2B U-N @ @ 14/10.0 - - - 195 2 26
Other
ECUO06_0250 polar tube protein 1 (PTP1) 15 U +++ MF(3) 37/4.8 - - - 96 2 18
ECU06_0240 polar tube protein 2 (PTP2) 16 U-L - MF(4)  30/8.7 139 17/38 35 223 3 24
ECU11_1440 polar tube protein 3 (PTP3) U + MF(2) 141/6.0 70 9/9 11 - - -
ECUO1 0840 similarity to chloroplast 20kDa-RNP U 2 2 18/9.1 - - - 34 1 6
(continues)
MALDI-TOF-MS"' LC-MS/MS"
CDS number ' Protein function " Extract" Abun- MM/pl MM/pl Mascot pepti- covera- Mascot pepti- covera-
dance” exp’ calc' Score des ge (%)  Score des ge (%)
10, Cellular communication / signal transduction
guanine nucleotide binding proteins
ECU08_1110 guanine nucleotide binding protein, beta subunit U ++ MF(@3) 37/5.6 102 15/19 34 117 2 30
Other
ECU04_1480 ZRP1 17 u o MF(5)  24/5.4 90 10/14 48 - - -
11, Cell rescue, defence, cell death and ageing
DNA repair (direct repair, base excision...
ECUO05_1590 3-methyl-adenine DNA glycosylase 18 U +++ MF(2) 24/9.4 56 11/34 29 87 1 17
=ECU11_0140
ECU08_0880 DNA lyase, endonuclease 3 U ++ 33/8.5 27/9.4 49 7121 30 - - -
Detoxification
ECU02_0440 glutathione peroxidase u @ 2 20/9.0 - - - 102 1 14
ECU02_0580 hydroxyacyl gluthatione hydrolase 19 V] +++ MF(4)  30/8.0 120 12/14 45 51 1 8
ECU01_0930 thioredoxin H-type 20 U +++ MF(2) 24/9.1 72 719 30 119 2 27
ECUO03_1190 thioredoxin peroxidase V] ++ MF(3) 20/5.4 45 6/26 34 101 2 18
12, Unassigned role
ECU01_0820 cysteine-rich protein (endospore protein EnP1, Peuvel-Fanget et al., U-N-L +++ 17/5.7  41/9.3 - - - 512 4 42
Int. J. Parasitol. in press) 21
ECUO01_1270 serine-rich protein (endospore protein EnP2, Peuvel-Fanget et al., U-L + MF(2) 23/8.5 68 9/20 31 204 2 11
Int. J. Parasitol. in press)
ECU02_0390 possible nuclease for DNA repair L @ @ 60/8.2 - - - 52 1 1
ECU02_1470 similarity to integral membrane proteins (YIPC_yeast) L @ 2 18/7.7 - - - 47 2 11
ECU03_1070 domain: transcription initiation factor TFIIA u a 2 18/5.0 - - - 40 1 8
ECU03_1610 domains: late embryogenesis abundant protein U ++ MF(2) 18/8.8 - - - 84 2 12
(in higher plant seed embryos and under dehydration stress)
ECU06_0650 possible adenylate kinase U + 20/5,3 24/9,1 - - - 220 3 26
ECU06_0670 possible protein kinase L @ 2 31/6.6 - - - 106 2 12
ECUO07_0040 member of a multigenic subtelomeric family / domain: MASE1 L a 2 31/8.6 - - - 49 1 4
=ECU09_2030 (transduction)
ECU07_0920 domain: exonuclease-phosphatase family 22 U 4+ MF(4) 35/5.7 122 19/29 54 102 2 6
ECU08_0270 domain: DUF220 (unknown function) L @ 2 45/5.2 - - - 36 1 7
ECU08_0330 possible GTP-binding protein V] + MF(2) 45/9.6 45 11/33 27 61 1 3
ECUO08_0540 domain: C4-dicarboxylate/malic acid transport family L @ 2 32/5.6 - - - 102 2 14
ECUO08_1610 protein of the UPF0023 family (hypothetical proteins) 23 U +++ MF(2) 26/8.5 71 9/31 28 - - -
ECU08_1730 similarity to ECU08_1700, ECU08_1710 and ECU08_1720 / U ++ 23/6.1 23/6.1 54 7124 38 145 3 18
domain:ricin B lectin (QXW lectin repeat)
ECU08_2020 member of a multigenic subtelomeric family / domain: ricin B lectin V] +++ MF(4) 29/6.8 73 9/29 32 99 1 8
(QXW lectin repeat) 24
ECU09_1370 possible translation initiation factor 5A (elF-5A) V] + 22/5.8 17/6.7 115 9/15 60 98 2 17
ECU09_1460 WD repeat domain (G beta repeat) U + 33/5.6 34/5.8 29 3/10 15 - - -
ECU09_1470 possible RNA binding protein 25 U +++ 27/8.1 18/9.6 52 5/10 33 135 2 23
ECU10_0880 possible GTPase activator protein L 2 2 35/6.0 - - - 202 3 18

(continues)



T cell epitopes [24] and drug-induced
proteome alterations [25]. In Toxoplasma
gondii, a preliminary proteome map was
assigned to the tachyzoite stage [26] and the
content of the apical secretory organelle was
described [27] while host serological and T-
cell responses were investigated [28, 29]. 2-
DE reference maps were elaborated for
tachyzoites and antigens in Neospora
caninum [30, 31] or sporozoites and
microneme secretory organelles in Eimeria
tenella [32, 33]. In the case of kinetoplastids,
Leishmania proteomic studies focused on
protein extraction methods [34], 2-DE map
elaboration [35, 36], and stage differentiation
[37, 38]. A preliminary 2-DE study was
reported for Trypanosoma brucei [39] and
protein profiles characterizing four different
cell stages were described in T. cruzi [40, 41].
Post-genomic experimental investigations of
E. cuniculi proteins [reviewed in 42] and
proteomic data relevant to other microsporidia
are rather limited. Three insect-infecting
species (Antonospora locustae, Nosema
bombycis and Vairimorpha necatrix) were
distinguished by comparing their 2-DE spore
protein patterns [43]. More recently, about
200 protein spots were separated by 2-DE
from spores of the human pathogen E.
intestinalis and 95 spots were shown to be
immunogenic in the rabbit [44], but none was
identified at the sequence level. MALDI-TOF
mass spectrometry analysis was evaluated for

a rapid discrimination of microsporidian

Résultats

species on the basis of peptide biomarkers in
the 2-8-kDa range [45].

Exploiting the genome database [5], the
present proteomic study provides a reference
map of the major proteins expressed during
late sporogony of E. cuniculi. In addition,
proteins of unknown function have been

screened for new cell wall candidates.

2. Materials and methods

2.1. Microsporidian spore production and
protein extraction

The Encephalitozoon cuniculi isolate GB-M1
used for genome sequencing, was cultured in
Madin-Darby Canine kidney (MDCK) or
Human Foreskin Fibroblast (HFF) cells as
previously described [46]. After collection of
culture ~ supernatants,  parasites  were
sedimented (5,000xg, 5 min) and heated at
65°C in a 1% SDS solution. A spore-rich
fraction was recovered after several washes in
water to remove host cell debris. Parasites
were disrupted in a lysis buffer (10°-10"
cells/mL) containing 100 mM DTT, 4%
CHAPS and 0.2% SDS, by repeated cycles of
freezing-thawing and sonication (Deltasonic
1320, 300 W, 28 kHz). Proteins of broken
cells were first extracted with a solution
containing 7 M urea, 2 M thiourea, 100 mM
DTT, 4% CHAPS and 0.2% SDS for 6 h at
room temperature. After centrifugation
(20,800xg, 5 min), the supernatant was
collected (“urea extract”). The sedimented
material was treated with 30 mM NaOH

overnight at 4°C and centrifuged as before to
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Table S1 (continues and ends)

MALDI-TOF-MS" LC-MS/MS"
CDS number' Protein function " Extract" Abun- MM/pl MM/pl Mascot pepti- covera- Mascot pepti- covera-
dance” _exp " calc’  Score des ge (%) _ Score des ge (%)

Unassigned role (continues)

ECU11_0510 possible chitin deacetylase (EcCDA, Brosson et al., FEMS Microbiol. U +++ MF(2) 28/4.7 120 9/10 39 61 1 5

Lett. 2005, 247, 81-90) 26

ECU01_0250 U + MF(2) 19/5.5 69 5/10 30 59 2 16
ECU01_0420 27 U +++ 32/8.5 28/9.2 107 13/37 42 - - -
ECU01_0440 U ++ 22/4.6 15/5.1 51 5/19 32 64 2 24
ECUO01_0910 u a 2 18/9.7 - - - 59 1 2
ECU02_0150 Located at the cell wall (this work) U ++ MF(3)  25/5.0 57 7111 28 - - -
ECU03_1535 U ++ 18/5.7 11/5.8 - - - 135 4 39
ECU04_1080 L a 2 13/6.3 - - - 41 1 11
ECU05_0110 U + 45/6.0 36/6.5 - - - 239 3 10
ECU05_0140 U-L a 2 51/9.1 - - - 386 5 34
ECU05_0510 28 U +++ 27148  27/5.1 58 9/22 24 - - -
ECU05_0590 29 U-L +++ MF(2) 28/6.0 94 7117 32 56 1 4
ECU05_1040 N b a 29/8.6 - - - 85 2 12
ECU07_0400 Located at the Golgi network (this work) 30 U +++ MF(2) 23/5.6 115 12/23 49 117 2 35
ECU07_0530 L @ 2 48/8.5 - - - 73 1 17
ECU07_1090 U ++ 37/65 31/6.6 67 8/8 38 - - -
ECU07_1120 U ++ MF(2) 49/5.2 49 7121 15 54 2 15
ECU08_1280 U ++ 50/5.3 52/5.4 54 8/31 21 N - N
ECU08_1550 U a 2 11/9.3 - - - 76 2 18
ECU09_1400 U ++ 33/4.7 29/4.8 84 11/27 31 - - -
ECU09_1820 31 U +++ MF(3) 26/6.5 115 12/15 50 - - -
ECU09_1880 U + 34/5.7  47/6.0 72 6/10 11 - - -
ECU10_1070 U + 22/4.6 11/4.4 - - - 75 1 31
ECU11_1210 U ++ MF(2) 33/5 97 14/27 42 - - -
ECU11_1270 U + 46/5.2 46/5.4 - - - 69 1 3




collect the supernatant (“NaOH extract”). The
NaOH-insoluble material was finally boiled
for 10 min in Laemmli solution containing
2.5% SDS, 0.125 M Tris HCI pH 6.8, 20%
glycerol, 2 mM EDTA and 100 mM DTT
(“Laemmli extract”). After quantification
using the Plus-One 2D Quant Kit
(Amersham), the different protein samples
were characterized by SDS-PAGE on 12%
polyacrylamide gels and stored at -20°C.

2.2. Two-dimensional electrophoresis (2-
DE)

Isoelectrofocalisation (IEF) was performed
along linear immobilized pH gradient strips of
17 cm (BioRad) in rehydration buffer (7 M
urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 2 mM
tributyl  phosphine (TBP) and 0.5%
ampholytes) with the IPGPhor apparatus
(Amersham). Migration was stopped at 50-
55000 Vh and 85-90000 Vh for pH 3-10 and
pH 5-8 IEF gradient, respectively. Before
SDS-PAGE on 10-12% polyacrylamide gels
(18 x 18 cm), strips were equilibrated with 50
mM Tris HCl pH 88, 6 M urea, 30%
glycerol, 2% SDS and 100 mM DTT, and
then 135 mM iodoacetamide. Gels were fixed
in 7.5% acetic acid / 30% ethanol, stained
with Coomassiec Blue (BioRad), destained
with 30% ethanol and stored at 4°C in water
until image analysis and spot excision.

2.3. 2-DE gel analysis

2-DE gel analysis was performed using the
PDQuest 6.2.1 software (BioRad). The
molecular mass and pl assigned to individual

spots were evaluated by comparison with 2-
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DE SDS-PAGE standards (BioRad). The
relative abundance of each spot (RA) in a
given gel was determined by dividing its
intensity by the intensity of a reference spot
that was shared by all 2-DE profiles. The
relative abundance of each identified protein
was calculated by summing the relative
abundances of all the spots (£RA) containing
this protein and was coded as either low (+:
2RA <3), intermediate (++: 3 < XRA < 10) or
high (+++: ZRA >10).

2.4.  Tryptic digestion for  mass
spectrometry analysis

Protein spots were manually excised from
Coomassie blue-stained 2-DE gels and
transferred in 96-well-microtitration plates.
Sample preparation was fully automated
(Mass Prep Station Multiprobe 11, Micromass)
as previously described [47]. Briefly, after
destaining and dehydration, excised proteins
were alkylated with iodoacetamide and
digested with 0.1 pg/uL modified trypsin
(Promega, sequencing grade) in 25 mM
NH4HCO; for 5 h at 37°C.
2.5. MALDI-TOF-MS
database search
MALDI-TOF-MS analysis was carried out as
previously described [47] using a MALDI-

analysis and

TOF mass spectrometer (Autoflex, Bruker
Daltonik) in reflector mode over a 0-4200 Da
mass range. Spectrum acquisition and
annotation were done automatically. The E.
cuniculi-specific database was explored using
an intranet version of Mascot 1.7, with

peptide masses assumed to be monoisotopic
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and [M+H]" (protonated molecular ions), and
allowing some peptide modifications
(cysteine carbamidomethylation, protein N-
acetylation and methionine oxidation). The
maximum number of missed cleavages was
set to 1 and the mass tolerance to + 150 ppm.
Proteins showing a score higher than 70 and
an average coverage higher than 20% were
automatically validated. If not, they were
analyzed by nanoLC-MS/MS.

2.6. NanoL.C-MS/MS analysis and database
search

Peptides were extracted automatically by
diffusion in 50% acetonitrile for 15 min, then
in 5% formic acid and finally in 100%
acetonitrile (Mass Prep station). After drying,
extracted peptides were solubilized in water
containing 2%  acetonitrile and 5%
trifluoroacetic acid before being transferred to
vials compatible with nanoLC-MS/MS
analysis (CapLC and Q-TOF Ultima, Waters).
Nano-liquid chromatography was run on a
300 um x 5 mm PepMap C18 precolumn for
peptide concentration and a 75 um x 150 mm
C18 column  for  peptide elution.
Chromatography conditions consisted in a 75-
min run, at a 200 nL/min flow rate with a
gradient of acetonitrile/water/formic acid (A:
2%/ 98% / 0.1% and B: 80% / 20% / 0.1%)).
Spectra were calibrated using the glu-fibrino
peptide fragmentation in MS/MS mode. MS
and MS/MS data were acquired and processed
automatically with the MassLynx 3.5

software. Consecutive searches against the

specific database from E. cuniculi were
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performed with Mascot 1.7. Peptides showing
a score higher than 40 were automatically
validated. Peptides with scores between 20
and 40 were checked manually. The
remaining unassigned peptide sequences were
interpreted manually.

2.7. *“Shotgun” identification

For identification by a ‘“shotgun” strategy
(without 2-DE), SDS-PAGE migration was
stopped when proteins reached the boundary
between concentration and separation gels
[48]. Protein material was excised as a single
band and subjected to trypsin digestion.
Resulting peptide mixture was analysed by
nanoLC-MS/MS before database searches as
previously explained.

2.8. Sequence analysis

Physico-chemical parameters of the protein
sequence were calculated with ProtParam
(www.expasy.org). The SignalP program
version 2 (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/),
the HMMTOP program version 2.0
(www.enzim.hu/hmmtop) and the PSORT II
algorithm (www.psort.nibb.ac.jp/form2.html)
were used to predict signal peptide,
transmembrane  helices and  protein
localisation, respectively. Searches for protein
homologies and protein domains were done
using the BLAST program
(www.ncbi.nlm.nih.gov) and the Pfam
database (www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/

search.shtml), respectively.

2.9. Recombinant protein and polyclonal
antibody production
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Figure 15. A) Phase contrast microscopy of the purified E. cuniculi cells. Refringent mature spores
(Sp) are mixed with late sporoblasts (Sb). Bar: 1um B) Extraction procedure (for details, see
Material and methods). C) SDS-PAGE profiles of protein extracts (7 g per lane). The urea extract
(lane 1) is characterized by four major bands (arrowheads) at 70, 50-55, 35 and 28 kDa. Each of

the two other extracts present two intense bands: 40 and 26 kDa for NaOH extract (lane 2), 70 and

40 kDa for Laemmli extract (lane 3).
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The ECUO07_0400 (from residue 19 to residue
207) and ECU02_ 0150 (the 26-221 sequence)
proteins were expressed as truncated forms in
fusion with glutathione-S-transferase (GST)
at the N-terminal extremity and an 8xHis-tag
at the C-terminal extremity. PCR reactions
were performed according to standard
conditions, and purified products were cloned
in frame with GST into the prokaryotic
expression vector pGEX-4T1 (Pharmacia)
modified to provide a C-terminal 8xHis-tag
after the Xhol site. Resulting recombinant
plasmids were individually introduced in the
E. coli BL21+ strain. After induction with
IPTG, bacterial proteins were extracted with
Laemmli solution, analysed by SDS-PAGE
and used to produce antiserum in SWISS
mice. Mice were injected intraperitoneally
with samples homogenized with Freund’s
adjuvant (Sigma). Sera were collected 2
weeks after the last injection and stored at -
20°C.

2.10. Transmission electron microscopy
(TEM) immunocytochemistry

TEM immunolabelling experiments were
done with E. cuniculi-infected MDCK cells as
previously described [47]. Briefly, 85-nm
ultrathin sections were performed with the
FCS system on the Leica UltraCutS
ultramicrotone before transfer on collodion-
coated nickel grids. After blocking with BSA,
sections were incubated with various dilutions
of polyclonal antibodies, and then with
protein A or goat anti-mouse antibody

conjugated with 5-nm colloidal gold particles
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(Sigma). After washing, the grids were
stained and embedded with 0.5% aqueous
uranyl acetate-1.6% methylcellulose prior to
examination with a JEOL 1200EX

transmission electron microscope.

3. Results and discussion

The large-scale separation of different
Encephalitozoon cuniculi cell stages from
infected adherent mammalian cells is still a
difficult task, especially because this small-
sized parasite (mean spore size: 2.0-2.5 x 1.0-
1.5 pm) develops asynchronously inside
parasitophorous vacuoles and wall-lacking
merogonial stages are in close contact with
the vacuolar membrane [49]. This led us to
restrict the present study to the sporal stage
using a procedure of purification from culture
supernatants. Large amounts of spores are
indeed released in the culture medium
following natural disruption of heavily
infected host cells. In fact, TEM observations
on fractions derived from E. cuniculi culture
supernatants have revealed the presence of
other sporogonial stages (sporonts, early and
late sporoblasts) [50]. Phase contrast
microscopy examination of the parasite
population here purified also showed a
significant heterogeneity, the most frequent
cells being spores and late sporoblasts (not
shown). Thus, more appropriate terms to
designate this population may be either “late
sporogonial stages” or “sporoblast-to-spore
stages”.

3.1. Differential protein extractions
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Figure 16. Two-dimensional electrophoresis maps of proteins (urea extract) from a spore-rich E.
cuniculi fraction. Isoelectric focusing was carried out using either a pH 3-10 (A) or a pH 5-8 (B)

gradient. Numbers refer to abundant proteins (see also Table 15).



Protein extraction needed harsh breakage

conditions combined  with  sequential
extraction treatments (Figure 15A). First, we
applied a highly denaturing mixture
composed of detergents and high molarity
chaotrope and reducing agents (“urea
extract”). The alkaline treatment of the
insoluble material (“NaOH extract”) was
known to solubilize fungal spore wall proteins
bounded to polysaccharides by their O-
glycosylated  moities or by  other
uncharacterized bonds [51]. Finally, alkali-
resistant proteins were solubilized by boiling
in standard Laemmli solution (“Laemmli
extract”). The three extracts exhibited rather
different SDS-PAGE patterns (Figure 15B).
3.2.  Protein separation and mass
spectrometry identification strategies

Two identification strategies were used
depending on the protein extract (Figure
15A). The urea extract was analyzed by a 2-
DE proteomic method. After 2-DE separation,
Coomassie blue stained spots were manually
excised, and transferred to a highly automated
MALDI-TOF chain. The automation was
indeed applied to the steps of spot
preparation, trypsin digestion and spotting of
the digested samples on the MALDI target, as
well as to data acquisition and interpretation.
For some spots, the identification was
confirmed or obtained by LC-MS/MS
analysis. Wide pH gradient gels (pH 3-10)
reproducibly revealed about 140 different
spots, 70% of these being comprised in the

25-100 kDa / pl 5-8 window (Figure 16A).
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Further focusing on this window revealed
about 250 spots (Figure 16B). Major spots
distributed  throughout the  ~350-spot
reference map were subjected to mass
spectrometry. As a result, a total of 139
different proteins were identified in the urea
extract. The NaOH and Laemmli extracts
were roughly analyzed by a 2-DE-free
shotgun proteomic strategy. Each extract was
concentrated in one unique acrylamide-gel
band and digested with trypsin and the
peptide mixture was processed using LC-
MS/MS. We identified 17 proteins in the
NaOH extract and 50 proteins in the Laemmli
one. These two extracts shared 8 and 21
proteins, respectively, with the urea one.

Thus, 177 different proteins associated with
the E. cuniculi spore-rich fraction have been
revealed in this study (Table S1 in
supplementary material), 31 highly abundant
proteins providing important landmarks on
the 2-DE map (Table 5 and Figure 16). Gel-
free MudPIT proteomic studies allowed the
identification, per life stage, of 97 to 513
unique proteins in P. falciparum [21, 22] and
582 to 969 ones in T. cruzi [41].
Contrastingly, the number of unique proteins
identified on 2-DE gels was only 20 to 30 for
other apicomplexan parasites [26, 30, 32], 67
in Leishmania spp [37] and 45 in T. brucei
[40]. An intermediate case is therefore offered
by the present analysis in E. cuniculi. It
should be noted that the 177 proteins
represent ~9% of the coding sequences of the

small microsporidian genome. Even if an
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Class function Spot ORF Protein function

Number Number
1. Metabolism 1 ECUO01_0970 aldose reductase
2 ECU11_0870 ethanolamine phosphate cytidyltransferase
3. Cell growth, cell division 3 ECU09 1330 DNA replication factor C subunit
and DNA synthesis 4 ECU01_1370  septin-like protein
5. Protein synthesis 5 ECU09 1250  40S ribosomal protein S3
6 ECU04_1100 translation elongation factor eEF1a
7 ECU11_0530 tryptophanyl-tRNA synthetase
6. Protein destination 8 ECU03_0520 heat-shock protein, HSP70 family
9 ECU02_0100 HS70 protein cognate 4 (HSC70)
10 ECUO01_1230 protein of the CDC48/PAS1/SEC28 family of ATPases
(AAA)
11 ECUO01_1010  ubiquitin-conjugating E2 subunit
8. Intracellular transport 12 ECUO05_0090  GTP binding protein, SAR-type, ARF family
9. Cellular organisation and biogenesis 13 ECU10_1660  spore wall protein 1 (SWP1)
14 ECU01_0460 actin
15 ECU06_0250  polar tube protein 1 (PTP1)
16 ECU06_0240  polar tube protein 2 (PTP2)
10. Cellular communication / signal 17 ECU04_1480 ZRP1
transduction
11. Cell rescue, defence, cell death and 18 ECUO05_1590  3-methyl-adenine DNA glycosylase
ageing =ECU11_0140
19 ECU02_0580 hydroxyacyl gluthatione hydrolase
20 ECU01_0930 thioredoxin H-type
12. Unassigned role 21 ECU01_0820 cysteine-rich protein (endospore protein EnP1, [76])
22 ECUO07_0920 exonuclease-phosphatase family domain
23 ECU08_1610 UPF0023 family (hypothetical proteins)
24 ECU08_2020  member of a multigenic subtelomeric family / domain:
ricin B lectin (QxW lectin repeat)
25 ECU09_ 1470  possible RNA binding protein
26 ECU11_0510 Possible chitin deacetylase [47]
27 ECUO01_0420
28 ECUO05_0510
29 ECUO05_0590
30 ECUOQ7_0400
31 ECUO09_1820

Table 5. Classification of highly abundant proteins identified in E. cuniculi. Spot numbers refer to

Figure 2. For determination of protein abundance, see Material and methods.

A Extract Identified Number of proteins with B Number of urea-extracted
proteins 0TM 1-3TM  4-8TM proteins with
Urea 139 108 (78%) 30 (22%) 1 (1%) 1 isoform 69 (57.1%)
NaOH 17 12 (71%) 5(29%) 0 (0%) 2 to 3isoforms 41 (34.5%)
Laemmli 50 32 (64%) 15 (30%) 3 (6%) 4 to 7 isoforms 10 (8.4%)

Table 6. General features of the proteins identified in E. cuniculi. A- Efficiency of the sequential
extraction in terms of hydrophobic proteins. TM: transmembrane helix. B- Distribution of 120 urea-

extracted proteins according to their isoforms.



underestimation seems very likely, it is clear
that all gene products are not synthesized
simultaneously during E. cuniculi spore
differentiation.

3.3. Global analysis of the identified
proteins

Each extraction procedure had targets with
peculiar  physicochemical properties as
exemplified by basic histones and ribosomal
proteins which were mainly recovered in the
NaOH extract (Table S1). The three
successive treatments were more and more
stringent in solubilizing membrane proteins
(Table 6A), the Laemmli extract containing
proteins with up to 8 transmembrane
segments. Numerous urea-extracted proteins
exhibited isoforms (Figure 16, Table 6B and
S1) that should be mainly due to post-
translational modifications, given that most E.
cuniculi proteins are encoded by single-copy
genes [5]. While experimental molecular
masses (MM) were globally centred on
theoretical values + 6 kDa (Figure 17A), up to
29% of the spots exhibited a pI lower than the
calculated pl + 0.4 pH unities (Figure 17B). A
same protein was frequently identified in
several of the latter spots, indicating the
presence of pl variants. Different post-
translational modifications affecting protein
pl were expected to take place in E. cuniculi
since genome annotation predicted various
involved n

enzymes acetylation,

myristoylation, isoprenylation,
phosphorylation and proteolysis [5]. Some of

these enzymes are represented in the list of
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expressed proteins (Table S1). For example,
the five isoforms of the actin protein
ECUO1 0460 (Figure 16, spots 14) we
unambiguously identified, may be due to
post-translational modifications predicted by
the E. cuniculi genome [5] such as acetylation
[52], phosphorylation which is associated
with dormancy in slime molds [53, 54] or the
glutaredoxin-dependant reversible S-
glutathionylation [55] supposed to protect
actin from oxidative stress [56].

3.4. Biological functions of major proteins
The E. cuniculi proteins which are mainly
eukaryotic housekeeping proteins (Table S1)
have been distributed into 12 functional
classes (Figure 18A). Two-third of these
proteins account for only three classes:
protein synthesis (19.9%), protein destination
(21.0%) and unassigned function (25.6%).
Four classes (Energy, Protein synthesis,
Protein destination and Cell defence) are
over-represented in the proteome when
compared to the genome while two others
(Transcription and Transport facilitation) are
under-represented (Figure 18B). This may
reflect differences in protein solubility and/or
relative amount for the studied parasite stages.
The following discussion of E. cuniculi spore
physiology is based upon proteins with a
predicted function.

3.4.1. Secretion and specialized structures
of the spore.

During E. cuniculi sporogony, sporoblast-to-
spore morphogenesis involves an intense

activity of the endomembrane system, marked
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Figure 17. Comparison of experimental and calculated molecular mass (MMs, left panel) or
isoelectric points (pls, right panel) for a set of 402 spots. The distribution of experimental MMs is
globally centred on the theoretical values (full line), 89% of the spots exhibiting a MM equal to the
calculated one £ 6 kDa (dashed lines). In contrast, the distribution of experimental pls is
systematically shifted down by 0.2 pH unities (full line). Moreover, only 71% of the spots exhibit a
corrected pl centered on the calculated pl £ 0.4 pH unities (dashed lines). This indicates that a
given protein should be looked for on a 2-DE gel in the window (calculated MM % 6 kDa;

calculated pl £ 0.4).



by the enlargement of an unusual Golgi
complex at the origin of the polar tube-
forming vesicles [4]. Moreover, the cells
complete the secretion of cell wall
components including chitin and proteins, and
the reorganization of both layers of the cell
wall  (unpublished observation). Many
proteins identified in this study are indeed
involved in protein synthesis (ribosomal
proteins, translation control and tRNA
synthetases) and modification (glycosylation,
acetylation, prenylation and processing). The
functionality of the atypical microsporidian
Golgi apparatus which is non-stacked and
appears as a set of vesicles embedded in a
high electron-density matrix [4], is suggested
by the expression of proteins classically
required for Golgi vesicular traffic (COPI,
COPII, ADP ribosylation factor) and is
consistent with the cytochemical detection of
a Golgi-specific thiamine pyrophosphatase
activity [57].

Proteins from two specialized structures of
the E. cuniculi spore (polar tube and cell wall)
provided major landmarks in the map. The
SWP1 protein, produced early during
sporogony and representing a major
component of the outer spore wall layer or
exospore [58] was assigned to spot 13 (Figure
16A). Three proteins have been shown to be
located to the polar tube (PTPs) and to be
synthesized during the second half of
sporogony [59-61]. PTP3 (150 kDa) and the
very abundant PTP2 (35 kDa, Figure 16A,
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spot 16) were easily detected and exhibited
isoforms (2 and 4, respectively. Table S1).
3.4.2. Energy and carbohydrate
metabolism

Several enzymes involved in carbohydrate
metabolism (glycolysis, pentose phosphate
and hexosamine pathways, trehalose and
chitin metabolisms) have been identified
(Table S1). Spores of the cricket parasite
Nosema grylli were shown to have more or
less significant activities of glycolytic
enzymes [62] and pyruvate kinase activity
was detected at the same level in isolated
intracellular stages and in spores [63],
suggesting that spores may retain the capacity
to degrade glucose. The identification of two
key enzymes for trehalose synthesis suggests
that trehalose, a non-reducing disaccharide
frequently found among fungi, may
accumulate during sporogony. In the
microsporidian Nosema algerae, the level of
trehalose decreased during in vitro spore
germination and trehalose hydrolysis was
considered to be at the origin of the rapid
increase in intrasporal osmotic pressure
required for polar tube extrusion [64].
Trehalose was also thought to be implicated
in microsporidian spore protection against
desiccation or freezing, or to be an energy
source [65]. We identified two of the three
enzymes involved in the synthesis of chitin
which is secreted during sporoblast-to-spore
differentiation to form the inner spore wall
layer or endospore

(phosphoacetylglucosamine mutase and UDP-
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Figure 18. Functional distribution of 177 E. cuniculi proteins. A) Repartition of the proteins among
12 classes. B) Comparison of proteome- and genome-based class distribution. Over- and under-
expressed classes in the proteome are suggested by ratios that are more than 2 and less than 0.5,
respectively. The proteins identified by mass spectrometry were classified as those predicted after
genome annotation [5]. Classes: 1: Metabolism; 2: Energy; 3: Cell growth, cell division and DNA
synthesis; 4: Transcription; 5: Protein synthesis; 6: Protein destination; 7: Transport facilitation;
8: Intracellular transport; 9: Cellular organization and biogenesis; 10: Cellular communication,
signal transduction; 11: Cell rescue, defence, cell death and ageing; 12: Unassigned function



GlcNAc pyrophosphorylase). Our failure in
the detection of chitin synthase is likely due
to a poor extraction of the protein that
contains seven predicted transmembrane
helices, not to a true lack of expression. This
is corroborated by the presence of the putative
chitin deacetylase [47] which transforms
chitin into chitosan.

3.4.3. Cell cycle control

Five isoforms for ZPR1 protein (Figure 16,
spots 17) also represented important
landmarks in the studied proteome. ZPR1
accumulates in the nucleolus of proliferating
mammalian cells and is involved in
preribosomal RNA expression [66]. In
Saccharomyces cerevisiae, ZPR1 interacts
with eEF-1a and the corresponding complex
redistributes from cytoplasm to nucleus when
glucose-starved cells respond to extracellular
growth stimuli, in particular nutrient
stimulation [67]. This interaction is essential
for normal cellular proliferation, the yeast
cells accumulating in the G2 phase of the cell
cycle when altered. By promoting ZPR1
nuclear export, the peptidyl-prolyl isomerase
activity of the cyclophilin A is involved in the
cellular distribution of the ZPRI-eEF-la
complex [68]. Both ZPR1 partners, the
(ECUO4_1100) and
cyclophilin (ECUO8_0470), were expressed in

abundant eEF-loa

the spore-rich E. cuniculi population here
analyzed. The nuclear DNA content of E.
cuniculi spores is representative of a G2 level
[69]. We hypothesize that cyclophilin may

promote ZPR1 cytoplasmic accumulation and
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may impair the ZPRI1-eEF-la interaction
during spore differentiation, thus leading to a
blockage of the cell cycle in the G2 phase.
Possibly, nutrient stimulation from the host
cell may rescue the ZPR1-eEF-1a interaction
in the intracellular sporoplasm, allowing the
translocation of the ZPR1-eEF-1a complex in
the nucleolus for de novo rRNA synthesis
activation.

3.4.4. Parasite survival in the environment
Several abundant proteins may be involved in
parasite integrity and its long survival after
release in the environment (Tables 5 and S1).
The presence of detoxification proteins, such
as glutathione peroxidase or thioredoxin
peroxidase, suggests glutathione defence
mechanisms against oxidative, thermal or
osmotic stresses acting in the E. cuniculi
spore, similar to those in yeasts [70],
filamentous fungi [71] or P. falciparum [72].
Stress-altered proteins may be helped in their
folding by microsporidian major chaperone
classes (HSP70, HSP90 and TCP1) or
eliminated by E. cuniculi 26S proteasome.
Interestingly, HSP70 and HSP90 proteins
play a critical role in T. gondii developmental
stage switch [73, 74], HSP90 acting as an
extracellular  chaperone for molecules
implicated in host invasion [75]. Evidence for
the expression of proteins involved in DNA
protection or repair (RuvB-like protein,
Rad50, DNA lyase and 3-methyl-adenine
DNA glycosylase) was also obtained.
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Figure 19. Immunogold electron microscopy of cryosections of E. cuniculi cells using mouse
polyclonal antibodies raised against recombinant ECUQ7_0400 (A, B) and ECU02_0150 (C, D)
proteins. A and B- In a late sporoblast, the ECUQ7_0400 protein is associated with the Golgi
apparatus appearing as a vesicular network embedded in an electron-dense matrix (magnified in B)
Bar: 200 nm. C and D- The ECUO02_0150 protein is localized at the spore cell wall. Bar: 400 nm.
CW: cell wall; G: Golgi apparatus.



3.5. Using proteins with unassigned
functions to look for specific E. cuniculi
proteins

The proteins of wunassigned function
correspond to 25.6% of the proteins identified
here (Figure 18). This validates as true coding
sequences some of the ORFs predicted by
gene modelling algorithms (56% of the E.
cuniculi genes, [5]). Moreover, 11 of the 31
most abundant proteins belong to this group,
suggesting a significant contribution to major
structural and/or physiological characteristics
of the parasitic cell. How to decipher the
function of proteins with very few or no
sequence homologies, is a general problem in
post-genomic research. A complete definition
of a protein function implies the knowledge of
biological activity, interaction partners,
localization features and possible changes in
expression during development.
Immunolocation with specific antibodies can
guide further research as exemplified by the
highly abundant 28-kDa ECU07_0400 protein
(Figure 16, spot 30). Indeed, while sequence
analysis gives no clues about its function, an
immunocytochemical study has revealed that
this protein is associated with endoplasmic
reticulum and Golgi vesicles (Figures 19A
and 19B).

Unassigned proteins should include a set of
various microsporidia-specific proteins such
as those required for spore wall formation and
parasite-host surface interactions. Very few E.
cuniculi wall proteins have been characterized

so far, including an exospore protein (SWP1)
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[58], a putative chitin
(ECUI11 _0510) located to the plasma

deacetylase

membrane-endospore interface [47] and the
EnP1 and EnP2 proteins that are targeted to
the endospore [76]. To look for new wall
proteins which must be either secreted or
anchored to the plasma membrane, a sequence
analysis screening based on the prediction of
signal peptide, transmembrane helices, GPI
anchor and cellular location was applied to
the pool of expressed proteins with unknown
function. The candidate ECU02_0150 protein
(220 amino acids residues) was predicted to
be secreted then its location to the cell wall
was demonstrated by TEM immunolabelling
with mouse polyclonal antibodies (Figures

19C and 19D).

4. Concluding remarks

Sporoblast-to-spore stages were harvested
from culture supernatants to get enough
proteins for 2-DE and 2-DE-free analyses.
The identification of 177 unique proteins in a
map of ~350 spots gave the first global view
of proteins expressed in late sporogony of the
microsporidian parasite life cycle. Taking into
consideration the very low quantities of
parasite available, comparative developmental
stage proteomics will require very sensitive
identification methods. We are currently
investigating some protein subgroups such as
(i) phosphoproteins  which might be
implicated in a signal transduction pathway
initiating polar tube extrusion, and (ii)

glycoproteins for which the diversity of
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carbohydrate moieties remain to be
elucidated, only O-mannosylated chains and
GPI anchors having been predicted following

genome annotation [5].
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5. RECHERCHE DE NOUVELLES
PROTEINES DE PAROI

La spore microsporidienne présente deux structures caractéristiques majeures : le tube polaire et la
paroi. Cette paroi protéochitineuse tres épaisse est décrite dans les analyses ultrastructurales comme
constituée d’une endospore, épaisse et riche en chitine, ainsi que d’une exospore riche en
glycoprotéines et subdivisée en trois feuillets structurés. Elle permet le maintien de I’intégrité de la
spore dans I’environnement et participe, par sa rigidité, au processus d’invasion en permettant
I’accroissement de la pression interne conduisant a la dévagination du tube polaire. Cette structure
est également I’interface des relations hote-pathogene, vecteur de la reconnaissance de la cellule
hote et des stimuli conduisant a 1’invasion. C’est aussi la structure de la spore qui est en contact
avec le systeme immunitaire, elliciteur et cible de la réponse humorale. L’aspect moléculaire de la
paroi est trés peu connu, et seules deux protéines ont été décrites dans le genre Encephalitozoon :
SWPI1 (Bohne et al., 2000) et SWP2 (Hayman et al., 2001). Nous nous sommes donc intéressés a

mettre en évidence de nouveaux constituants de la région pariétale chez E. cuniculi.

5.1. La chitine déacétylase putative de E. cuniculi
une protéine de surface probablement impliquée

dans la formation de la paroi microsporidienne

Nous disposions chez E. cuniculi d’un anticorps reconnaissant une protéine de 33 kDa que des
observations par microscopie par épifluorescence ont localisée a la périphérie de la cellule. Cet
anticorps reconnait deux régions a 33 kDa (pl de 6 a 7) et 55 kDa (pI de 4 a 7). La cible de cet
anticorps a ¢été¢ identifiée par spectrométriec de masse MALDI-TOF au cours de 1’analyse
protéomique présentée précédemment. Pour les deux régions, une unique protéine de 254 acides
aminés a été identifiée. Cette protéine est le produit du géne ECU11 0510, présent en une seule
copie dans le génome de E. cuniculi (Katinka et al., 2001). Son analyse bioinformatique suggére
une protéine membranaire appartenant a la famille des polysaccharide déacétylases. La chitine,
présente en abondance dans I’endospore microsporidienne, est le seul polysaccharide que la

reconstruction du métabolisme d’apres les données du génome prédit pour étre synthétisé. Nous
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suggérons donc une activité chitine déacétylase (CDA) pour cette protéine, et nous proposons
I’appelation « ECCDA ». Cette enzyme convertirait la chitine en chitosan, un polymere présent dans
la paroi de nombreux champignons (Mucor rouxii, ascospore de S. cerevisiae (Briza et al., 1988)),
et particulierement résistant a 1’action des chitinases. Un geéne homologue est présent chez la
microsporidie parasite d’insecte Antonospora locustae' (précédemment Nosema locustae). Les deux
séquences sont trés proches avec 40% d’identité.

L’analyse de la localisation de cette protéine par MET révele la présence de cette protéine trés tot
dans le cytoplasme des mérontes, puis une mise en place a 1’interface de la membrane plasmique et
de I’endospore dés le début de la sporogonie. Cette localisation est cohérente avec le role suggéré
de cette enzyme dans la formation de la paroi. Les derniéres étapes de la sporogonie sont
caractérisées en particulier par un épaississement de 1’endospore riche en chitine, dont le
mécanisme moléculaire n’est pas connu. La protéine ECCDA est régulie¢rement distribuée au niveau
de la membrane plasmique de toute la cellule, ce qui permet d’envisager une production de chitine
tout autour de la cellule. Chez Mucor rouxii, les CDA forment en effet un complexe fonctionnel
avec les chitine synthases, les chaines de chitine néoformées étant immédiatement prises en charge
par les CDA pour étre déacétylées (Kafetzopoulos et al., 1993).

Nous avons également mis en évidence une structure riche en membranes, observée a partir du
stade sporoblaste. Cette structure mesure 300 nm sur 200 nm, semble s’ouvrir sur la paroi et réagit
avec les anticorps anti-CDA. Les anticorps sont clairement associés aux membranes de cette
structure, qui contient un matériel dense aux électrons, similaire a celui de I’endospore. Une
structure similaire a déja été¢ évoquée chez les microsporidies sous le nom de « scindosome » ou
« paramural body » (Vavra, 1976a ; Vivares et Sprague, 1979). Nous émettons deux interprétations
pour cette struture. Les dernieres étapes de formation de la spore s’accompagnent d’une réduction
de taille du parasite, ces structures pourraient donc correspondre a des régions d’endocytose et de
récupération de I’excédent de membrane plasmique et de matériel pariétal. Cependant, ces
structures pourraient étre, chez les microsporidies, 1’équivalent des chitosomes fongiques (Bracker
et al., 1976), c'est-a-dire des structures vésiculaires cytoplasmiques, ou s’effectue la production de

chitine et de chitosan, et qui, par exocytose, permettent 1’incorporation a la paroi de leur contenu.

La présence d’une chitine déacétylase chez les microsporidies est un élément intéressant qui vient
supporter leur proximité phylogénique avec les champignons. En effet, les chitine déacétylases sont
présentes chez de nombreux champignons ou elles sont responsables de la conversion de la chitine
en chitosan, un polymere résistant aux chitinases. La présence de ce polymere dans la paroi

microsporidienne participerait a sa remarquable résistance, particulierement vis-a-vis des chitinases.

"Nosema locustae Genome Projet, Marine Biological Laboratory, http://jbcp.nbl.edu/Nosema/index.html 73
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Les CDA fongiques (Tsigos et al., 2000) sont des glycoprotéines dont la taille varie de 12 a 150
kDa et dont le contenu glycosidique représente entre 30% et 67% de la masse chez Colletotrichum
lindemuthianum (Tsigos et Bouriotis, 1995). La chitine déacétylase d’E. cuniculi présente deux
isoformes de masse différente (33 kDa et 55kDa) ce qui laissent supposer €¢galement une forte
glycosylation.

I1 est intéressant également de faire un parallele entre la présence de chitosan au sein de 1’endospore
et Iultrastructure de 1I’endospore microsporidienne. Aucune couche de chitosan bien individualisée
n’a été¢ décrite au sein de 1’endospore comme c’est le cas dans la paroi de I’ascospore de S.
cerevisiae (Briza et al., 1988). Il pourrait non pas étre uniformément reparti dans 1’ensemble de
I’endospore microsporidienne mais étre plus abondant dans des zones de tension, permettant a la
paroi d’acquérir des caractéristiques particulieres de résistance ou de structure, comme par exemple
dans la région du capuchon polaire. L’analyse de I’ultrastructure de 1’endospore a révélée la
présence de structures filamenteuses qui semblent relier la membrane plasmique a 1’exospore. Ces
structures semblent étre responsables du maintien intime de la membrane plasmique avec la paroi
aprés externalisation du sporoplasme. Nous pouvons émettre 1’hypothése de la participation, au
moins en partie du chitosan a ces structures.

De récents travaux portant sur les CDA de champignons ont suggéré que cette enzyme était
impliquée dans les interactions hodte-pathogéne. D’une part, une mannoprotéine secrétée par le
champignon Cryptococcus neoformans et identifié comme un homologue des chitine déacétylases, a
¢été décrite comme fortement immunogene vis-a-vis de cellules T (Levitz et al., 2001). D’autre part,
chez Colletotrichum lindemuthianum, un champignon pathogéne de plante, 1’invasion est facilitée
par ’activité d’une chitine déacétylase sécrétée sur les oligomeres de chitine provenant de la
dégradation de la paroi fongique par les chitinases de la plante. En fait, ces oligoméres de chitine
ont un effet éliciteur sur les mécanismes de défense de la plante (production de callose ou
lignification) alors que ces mémes oligomeres apres déacétylation ne présentent plus cet effet
(Tsigos et Bouriotis, 1995). De facon intéressante, des chitinases circulantes ont ét¢ mise en
¢vidence dans le sérum de plusieurs mammiferes dont I’homme (Escott et Adams, 1995). Chez le
cochon d’Inde, lors d’une infection intraveineuse par le champignon Aspergilus fumagitus, I’activité
des chitinases est augmentée dans le sérum et les tissus (Overdijk et al., 1999). Cela pourrait
supporter le role possible des chitinases comme mécanismes de défense contre les pathogénes
riches en chitine. Dans un tel contexte, la capacité de certains microorganismes a synthétiser du
chitosan, comme les microsporidies, pourrait étre vu comme un mécanisme de résistance a la

dégradation de la chitine par 1’hote.
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Abstract
Microsporidia are fungal-like unicellular
eukaryotes which develop as obligate
intracellular parasites. They differentiate into
resistant spores that are protected by a thick
cell wall composed of glycoproteins and
chitin. Despite an extensive description of the
fibrillar structure of this wall, very little is
known about its protein components and
deposit mechanisms. In this study on the
human pathogen Encephalitozoon cuniculi,
we identify by mass spectrometry the target of
polyclonal antibodies previously raised
against a 33-kDa protein located at the outer
face of the parasite plasma membrane. This
254-amino acid protein is encoded by the
ECUI11 0510 open reading frame and
presents two isoforms of 33 and 55 kDa.
Sequence analysis supports an assignment to
the polysaccharide deacetylase family with a
suspected  chitin

(EcCDA). As demonstrated by TEM studies,

deacetylase  activity

ECCDA is present at the plasma membrane of

the early stages of E. cuniculi life-cycle. At

the sporoblast stage, the enzyme accumulates
especially in paramural bodies which are
convolutions of the plasma membrane opened
to the wall. The identification of an ECCDA
homologue in the insect parasite Antonospora
locustae (ex Nosema locustae) suggests a
widespread distribution of this enzyme among
Microsporidia. This characterization of a new
microsporidian surface protein creates new
perspectives to understand spore wall

formation and spore resistance.

1. Introduction

The obligate intracellular Microsporidia are
spore-forming amitochondriate unicellular
eukaryotes that can parasitize a wide variety
of animals ranging from protists to mammals.
Some species, including Encephalitozoon
cuniculi, are opportunist human pathogens [1]
with a high seroprevalence in
immunocompetent populations [2-4].
Phylogenetic analyses based on some
conserved proteins suggest that Microsporidia
are related to fungi [5,6]. Complete
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sequencing of the E. cuniculi genome [7] has
also provided data consistent with a fungal
origin of Microsporidia [8].

Microsporidian spores display an original
invasion mechanism, involving a coiled
structure (the polar tube) that can be quickly
extruded to transfer the spore content or
sporoplasm into a target cell. The parasite
enters a proliferation phase or merogony and
the resulting meronts then undergo a
differentiation  step  (sporogony). They
transform into sporonts (beginning of cell
wall formation), then into sporoblasts
(beginning of polar tube elaboration) and
finally into mature spores protected by a thick
wall. The microsporidian spore wall plays a
major role in the protection against
environmental stresses, allowing long-term
survival of the parasite after its release from
the host cell [9,10]. While the classical
concept of the parasite penetration mode
involves the polar tube acting as a needle-
syringe system, microsporidian spores may
also be internalized via attachment to the host
plasma membrane then endocytosis [11]. If
this occurs, the induced endocytosis process
should depend on interactions with the wall.
The microsporidian spore wall usually
comprises a proteinaceous outer electron-
dense layer (exospore) and a chitinous inner
electron-transparent layer (endospore) [12-
14], which is of fibrillar nature and connected
to the plasma membrane [13,15]. The stippled
deposit of an electron-dense material on the

outer side of the parasite plasma membrane is

Résultats

the main visible feature of the transition from
merogony to sporogony [16,17]. This deposit
turns into a continuous layer in young
sporoblasts, and should be at the origin of the
exospore. The electron-transparent endospore
is built in later stages and thus appears as a
cytological marker of the mature spore.

Few studies have been dedicated to the
characterisation of spore wall proteins.
Immunostaining with polyclonal antibodies
raised against partially purified E. cuniculi
proteins has revealed a 30-kDa antigen within
the exospore and a 33-kDa one close to the
spore plasma membrane [18]. Several
monoclonal antibodies have also been
reported to be specific to spore wall antigens
[19-21]. To date, the knowledge of the
primary structure of such antigens is limited
to two exospore components with unknown
function: SWP1 (50 kDa) in both E. cuniculi
[22] and E. intestinalis [23], and SWP2 (150
kDa) in E. intestinalis only [23]. Here, we
provide evidence for an E. cuniculi surface
protein belonging to the polysaccharide
deacetylase family that should be active in
chitin deacetylation during all sporogonic

stages.

2. Materials and Methods

2.1. Microsporidian spore production and
protein extraction

The E. cuniculi spores were produced on
Madin-Darby Canine kidney (MDCK) or
Human Foreskin Fibroblast (HFF) cells as
previously described [18].
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Figure 20. Migration on 2-D gel and identification by mass spectrometry of the anti-33kDa PADb
target. E. cuniculi spore proteins were separated by 2-D electrophoresis and either stained by
Coomassie Blue (A) or subjected to Western blot immunodetection with a 1:4000 dilution of the
anti-33kDa PAb (B). Trypsin digests of the 33-kDa spot (C) and the 55-kDa spot (D) was analyzed
by MALDI-TOF-MS. Seven (nine) experimental peptides for the 33-kDa spot (55-kDa one), labelled
with stars in C (in D), matched the ECU11 0150 protein with a score of 60 (100) and sequence
coverage of 29% (33.8%) (E). Only one miscleavage was observed. Differences between
experimental and calculated molecular weights (MW) do not exceed 0.09 Da.



Parasites (10°-10'") were disrupted in lysis
buffer containing 100 mM DTT, 4% CHAPS
and 0.2% SDS, by repeated cycle of freezing-
thawing and sonication (Deltasonic 1320,
300W, 28 kHz). Disrupted spores were then
incubated in the extraction solution (7 M urea,
2 M thiourea, 100 mM DTT, 4% CHAPS,
0.2% SDS) for 6h at room temperature.
Soluble proteins were collected and stored at -
20°C.

2.2. Recombinant ECU11 0510 protein
expression

The ECU11 0510 protein was expressed as a
truncated form in fusion with glutathione-S-
transferase (GST) at the N-terminal and an

8xHis-tag at the C-terminal extremity. PCR

primers were designed (5°-
CGGAATTCTTTGTGGACGGTCCTGTC-
3 and 5’-

CGCTCGAGTCCTATGCTCTCAACGCC-

3’ containing an ECORI and a Xhol restriction
site, respectively) to amplify a 624-bp
genomic DNA fragment corresponding to the
amino acid region 32-239 of the 254-amino
acid ECU11 0510 protein. PCR reactions
were performed according to standard
conditions with an annealing temperature of
55°C, and the purified product was cloned in
frame with GST into the prokaryotic
expression vector pGEX-4T1 modified to
provide a C-terminal 8xHis-tag after the Xhol
site. The resulting recombinant plasmid was
introduced in the E. coli BL21+ strain. After

induction with IPTG, bacterial proteins were

Résultats

extracted with Laemmli solution and analysed
by SDS-PAGE.

2.3. Gel electrophoresis and Western blot
analysis

Protein samples were analysed by SDS-PAGE
on 12% polyacrylamide gels. For two-
dimensional (2-D) gel electrophoresis, protein
isoelectrofocalisation was performed along
linear immobilized pH gradient strips of 7 and
17 cm (BioRad) using a rehydration buffer (7
M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS)
supplemented with 2 mM tributyl phosphine
(TBP) and 0.5% ampholytes (BioRad) with
the IPGPhor apparatus (Amersham). Before
standard SDS-PAGE on 12% polyacrylamide
gel, strips were equilibrated with 50 mM Tris
HCI pHS8.8, 6 M urea, 30% glycerol, 2% SDS
containing 100 mM DTT, and then 135 mM
iodoacetamide. For mass spectrometry
analysis, gels were fixed in a 7.5% acetic acid
/" 30% ethanol solution, stained with
Coomassie Blue (BioRad) and destained with
30% ethanol. For immunoblotting studies,
proteins were transferred onto polyvinylidene
difluoride (PVDF) membrane (Millipore).
After blocking for 1h in PBS-5% skim milk,
membranes were incubated for 3h with
appropriate dilutions of polyclonal mouse
antibodies in PBS 0.1% Triton X-100, treated
with a 1:10000 dilution of alkaline
phosphatase — conjugated goat anti mouse
IgG (H+L) (Promega) for 1h at room
temperature and revealed with NBT/BCIP
(Promega).
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Figure 21. Immunoblotting with anti-33kDa PAb and anti-11 0510 Pab against both the
recombinant ECU11 0510 protein and E. cuniculi extract. The 56-kDa recombinant form of the
ECU11 0510 protein (fused in N-terminal with GST and in C-terminal with 8xHis tag) was injected
into BALB/c mice to produce polyclonal antibodies (anti-11_0510 PAb). Both antibodies reacted in

a similar way. (CB: Coomassie blue).



24. Tryptic digestion for  mass
spectrometry analysis

Protein spots were manually excised from
Coomassie  blue-stained 2-D gels and
transferred in 96-well-microtitration plates.
Sample preparation was fully automated
(Mass  Prep  Station  Multiprobe I,
Micromass). Briefly, excised gels were
washed with destaining solutions (25 mM
NH4HCO; for 15 min and 50% (v/v)
acetonitrile containing 25 mM NH4HCO; for
15 min). After dehydration with 100%
acetonitrile and drying, proteins were reduced
in 25 mM NH4HCO;, 10 mM DTT for 1h at
37°C, and alkylated in 25 mM NH4HCO3, 55
mM iodoacetamide for 30 min at 37°C. After
washing with destaining solutions and pure
water, gels were shrunk again with 100%
acetonitrile. Depending on protein amount, 2
to 3uL of 0.1 pg/ulL modified trypsin
(Promega, sequencing grade) in 25 mM
NH4HCO;3 were added over the gel spots for
30 min. Seven pL of 25 mM NH4HCO; were
then added to cover the gel spots and
digestion allowed to continue for 5h at 37°C.
25. MALDI-TOF-MS
database search

For MALDI-TOF-MS analysis, 0.5 pL of

analysis  and

trypsin peptide mixture was mixed with 0.5
uL of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid at
half saturation in 60% acetonitrile / 0.1%
(v/v) trifluoroacetic acid (TFA). The resulting
solution was automatically spotted on the
target plate and rinsed by 2 pL of 0.1% TFA
for 30s, liquid being then blown off by

Résultats

pressurized air. Peptide mixtures were
analysed with a MALDI-TOF mass
spectrometer (Autoflex, Bruker Daltonik) in
reflector mode over a mass range of 0-4200
Da. For each sample, spectrum acquisition
and annotation were done automatically.
Spectra from 200 shots at several positions
were combined to generate a peptide mass
fingerprint for database searches. Spectra
were calibrated using a mixture of angiotensin
II (1046.54 Da), substance P (1347.74 Da),
bombesin (1619.82 Da) and ACTH (18-39)
(2465.20 Da) as an external standard. The E.
cuniculi specific database was explored with
an intranet version of Mascot 1.7. All peptide
masses were assumed to be monoisotopic and
[M+H]" (protonated molecular ions). Peptide
modifications allowed during the search were
cysteine carbamidomethylation, protein N-
acetylation and methionine oxidation. The
maximum number of missed cleavages was
set to 1 and the mass tolerance to £+ 150 ppm.
2.6. Polyclonal antibody production
Antiserum to E. coli expressed recombinant
protein was produced in BALB/c mice from
crushed SDS-PAGE protein bands. Every two
weeks, mice were injected intraperitoneally
with samples homogenized with Freund’s
adjuvant (Sigma). Serum was collected 2
weeks after the last injection and stored at -
20°C.

2.7. Transmission electron microscopy
immunolabelling

E. cuniculi-infected MDCK cells were
pelleted, then fixed with 4%
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Figure 22. Sequence analysis of the ECU11_0510 protein (A) and alignment with chitin deacetylase
domains from other organisms (B). A) The full-length protein (254 amino acids) is represented with different
predicted elements: signal peptide (SP), secondary structure consensus with beta strand in black and alpha
helix in grey. The ECU11_0510 polysaccharide deacetylase domain encompasses the position 21-150 and is
included in the pfamA01522 domain (score= 11.1, Evalue= 3.8e-05). The predicted a / 3 class structure fits
with the crystal three-dimensional model of Bacillus subtilis polysaccharide deacetylase (PDB: 1NY1). B)
Sequence alignment of chitin deacetylase domains from the mammalian Microsporidia Encephalitozoon
cuniculi (ECU11_0510), the insect Microsporidia Antonospora (formerly Nosema) locustae (sequence from
contig_159_1742:2506, http://jbpc.mbl.edu/Nosema/index.html, pfam: score=56.4, Evalue=8.3e-14), the
fungi Colletotrichum lindemuthianum, Saccharomyces cerevisiae, Mucor rouxii and the bacterium Bacillus
subtilis. Identical and similar residues are highlighted in black and grey respectively. The microsporidian
domain is markedly reduced but presents a strong homology with the other proteins on its 60-70 first amino
acids.



paraformaldehyde and 0.1% glutaraldehyde in
0.1 M phosphate buffer pH 7.2. After
washing, the pellet was impregnated with a
cryoprotective agent (25% glycerol, 5%
DMSO in phosphate buffer) and frozen in
pasty nitrogen before storage in liquid
nitrogen. The 85 nm ultrathin sections were
performed with the FCS system on the Leica
UltraCut S ultramicrotome. The sections were
picked on collodion coated nickel grids and
stored on 23 M sucrose before
immunolabelling. After blocking for 30 min
with 2% BSA in PBS, sections were
incubated for 1h30 with various dilutions of
polyclonal antibodies, and then for 1h with a
1:100 dilution of protein A or goat anti-mouse
antibody conjugated with 5 nm colloidal gold
particles (Sigma). After washing, the grids
were stained and embedded with 0.5%
aqueous uranyl acetate 1.6% methylcellulose
for 10 min prior to examination with a JEOL
1200EX transmission electron microscope.
2.8. Sequence analysis

Physico-chemical parameters of the protein
sequence were calculated with ProtParam
(www.expasy.org). The SignalP program
version 2 (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/),
the TMPRED
(www.ch.embnet.org/software/TMPRED for
m.html) and the PSORT 1II algorithm

program

(www.psort.nibb.ac.jp/form2.html) were used
to predict signal peptide, transmembrane
helices and predict protein localisation,
respectively. Consensus secondary structure

prediction were performed on NPS@

Résultats

Network  Protein  Sequence
(http//npsa-pbil.ibcp.fr) [24] using the DSC,

GOR4, PHD and SOPMA algorithms. Search

Analysis

for protein homologies and protein domains
were done using the BLAST program
(www.ncbi.nlm.nih.gov) and the Pfam
database

(www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.sht
ml), respectively.  Multiple  sequence
alignments were performed with Dialign
program (bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/dialign/) and analyzed for amino
acid identity and similarity with Boxshade

(www.ch.embnet.org/sofware/BOX_form.htm

1.

3. Results and Discussion

Mouse polyclonal antibodies (PAb) were
previously raised against several SDS-PAGE
separated E. cuniculi spore proteins and
analysed by Western blotting and indirect
immunofluorescence [25]. One of these,
directed against a 33-kDa protein band (anti-
33kDa PAD), showed a labelling close to the
outer face of the parasite plasma membrane.
This prompted us to identify the protein target
of this anti-33kDa PAD.

3.1. The anti-33kDa PADb recognizes the
ECU11 0510 protein

To get a better separation of the targeted
protein, we performed 2-D electrophoresis of
proteins extracted from E. cuniculi spores
(Fig. 20A). After Western blotting, the anti-
33kDa PAb highlighted two major regions at
33 kDa and 55 kDa (Fig. 20B). MALDI-TOF
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Figure 23. Immunogold electron microscopy of cryosections of different E. cuniculi developmental
stages using the anti-11_0510 PAb and secondary antibody conjugated with 5 nm colloidal gold
(bars = 200 nm). The labelling (small arrows) is observed as early as the meront-to-sporont
transition in the cytoplasm (A). In dividing sporonts (B), gold particles are found at the periphery of
the cell. Finally, the antibodies react with the innermost part of the endospore of the mature spore
(C). Black arrowheads highlight transversal sections of the spore wall, while the white ones show
grazing section planes. PM: plasma membrane. PDM: patches of dense material. LDM: lamellar
dense material. SW: spore wall. Ex: exospore. En: endospore. PT: polar tube.




mass spectrometry data obtained with the 33-
kDa region (Fig. 20C) matched the
ECU11 0510 protein (SWISS-PROT:
Q8SU65) in the E. cuniculi proteome database
deduced from genome sequencing [7] (Fig.
20E). Identical data were obtained with the
55-kDa spot (Fig. 20D and 20E). We
produced a recombinant form of the ECCDA
protein which was slightly truncated to
exclude predicted transmembrane helices (see
below). The purified recombinant protein
reacted with the anti-33kDa PAb (Fig. 21)
and was also used to produce specific PAb in
BALB/c mice (anti-11 0510 PAb). These
new antibodies exhibited a similar reaction
pattern as the anti-33kDa PAb either on the
recombinant ECU11 0510 protein or on E.
cuniculi extract (Fig. 21).

3.2. The ECU11 0510 protein is predicted
to be a chitin deacetylase (EcCDA)

As supported by genome data [7], the
ECUI11 0510 open reading frame is a 765-bp
single-copy gene which is located on
chromosome 11 and which codes for a 254-
amino acid protein (28.1 kDa, pl 4.56). As
summarized in Fig. 22A, the extreme N-
terminal region displays the characteristics of
a signal peptide with a predicted cleavage site
between positions 15 (Gly) and 16 (Ser)
corroborated by the TMPred prediction of a
transmembrane helix (TMH) in the 1-18
region. An additional TMH should be located
at the 234-253 C-terminal extremity in an
outside-inside orientation, suggesting that the

protein attached to the membrane via this

Résultats

TMH has a large extracellular domain. This is
in accordance with the efficient recovery of
ECUI11 0510 (not shown) when using an
improved membrane protein  solubility
mixture characterized by the
amidosulfobetaine ASB14 detergent and high
chaotrope molarity [26,27]. PSORT program
also predicts an extracellular location
including cell wall (66.7%, k=9/23).

The ECU11 0510 protein contains the PfamA
conserved domain 15022 representative of the
polysaccharide deacetylase family (Fig. 22B).
This family includes Rhizobium NodB
(nodulation protein B), endoxylanases and
fungal chitooligosaccharide deacetylases. The
presence of chitin in the microsporidian spore
wall has been unambiguously demonstrated
[12,13]. Moreover, chitin is the sole
polysaccharide that metabolism
reconstruction predicts to be synthesized in E.
cuniculi  [7]. N-acetylglucosamine 6-P is
converted into N-acetylglucosamine 1-P, then
into  UDP-N-acetylglucosamine via the
activities ~ of  phosphoacetylglucosamine
mutase and UDP-GlcNAc pyrophosphorylase.
Chitin synthase carries out the polymerisation
of N-acetylglucosamine into chitin chains. We
thus assume that the ECU11 0510 protein
may be a chitin deacetylase enzyme (ECCDA)
which deacetylates chitin into chitosan.
Enzymatic assays with a purified recombinant
protein that was expressed in E. coli, were
unsuccessful. The recombinant protein may

lack some post-translational modifications

required for the biological activity as it is the
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Figure 24. Immunogold electron microscopy of cryosections of E. cuniculi sporoblasts using the

anti-11_0510 PAb and secondary reagent labelled with 5 nm colloidal gold (bars = 200 nm). In
sporoblasts (A-B), the labelling (small arrows) is associated with the constructing wall (C) and

concentrates in peripheral structures (D-E). PM: plasma membrane. Ex: exospore. En: endospore



case for the yeast CDA2p which losses its
activity after deglycosylation [28].

Interestingly, strong homologues of the
chitosan pathway enzymes, including CDA,
were identified in the partially sequenced
genome of an insect Microsporidia, Nosema
locustae renamed Antonospora locustae [29]
("Nosema locustae Genome Project, Marine
Biological Laboratory at Woods Hole, funded
by NSF award 0135272",
http://jbcp.mbl.edu/Nosema/index.html). The

number

two microsporidian CDA sequences are of
nearly identical size and exhibit 40% identity
(Fig. 22B).

The presence of CDA in Microsporidia
provides an additional support to the fungal
origin of these intracellular parasites. Chitin
deacetylases have been characterized in
several fungi [30], including zygomycetes
(Mucor rouxii [31,32]) and ascomycetes
(Colletotrichum lindemuthianum [33],
Saccharomyces cerevisiae [34,35]). These
enzymes are monomeric  glycoproteins
ranging from 12 kDa to 150 kDa in size, with
a carbohydrate content ranging from 30% to
67% by weight in  Colletrotrichum
lindemuthianum, [33]. A well-defined role in
cell-wall chitosan biosynthesis has been
demonstrated for CDA secreted in the
periplasm. In M. rouxii, chitin synthase first
polymerizes chitin chains, then the N-
acetamido bonds are hydrolysed by CDA
[30]. In S. cerevisiae, two CDAs are

required for the biosynthesis of a chitosan-

containing ascospore wall [36], resistant to
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stress conditions such as glusulase or heat
treatment [35,37]. In the microsporidian spore
wall, chitosan could provide interactions with
the other wall components and could thus
account for the extreme rigidity and resistance
of the parasite wall to chitinase treatments and
to different stresses such as freezing, heating
and extreme pH [9,10]. In some pathogen
fungi, CDA is extracellular and is thought to
be implicated in the bypass of host-defence
mechanisms during C. lindemuthianum plant
invasion [33] or Aspergillus fumagitus
mammalian infestation [38].

3.3. The EcCDA protein presents two
isoforms

In the E. cuniculi extract, both PAb
recognized the two ECU11 0510 isoforms at
33 and 55 kDa (Fig. 21). Several fungi also
exhibit multiple CDA glycoproteins: two,
three, four and up to five isoforms were
described in Mucor rouxii [32], Metarizium
anisophilae [39], Rhizopus nigricans [40] and
Uromyces viciae [41], respectively. The E.
cuniculi genome sequence predicts only few
genes involved in protein glycosylation, all of
them being related to O-mannosylation [7].
Sixteen serine and eleven threonine residues
are potential O-glycosylation sites in ECCDA.
While  O-mannoproteins were recently
detected in the spore wall of E. cuniculi and
in the SDS-PAGE 55-kDa region (Méténier,
G., Mazet, M. and Taupin, V., personal
communication), concavalin A labelling did
not co-localize with the ECU11_ 0510 protein
on 2-D gels (not shown).
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3.4. EcCDA is located at the plasma
membrane - endospore interface of the
parasite

Immunocytochemical experiments at the
ultrastructural level with the anti-11 0510
PADb, revealed a slight gold labelling of the
cytoplasm of stages representative of the
meront-to-sporont transition (Fig. 23A). Such
cells are indeed still tightly attached to the
parasitophorous vacuole membrane by one
side, and their engagement in early sporogony
is marked by patches of dense material
abutting on the plasma membrane. As
sporogony progresses, the labelling tends to
accumulate at the periphery of the parasitic
cells. In longitudinal sections of dividing
sporonts (Fig. 23B), gold particles are
scattered just beneath the lamellar dense
material deposit on the plasma membrane. In
mature spores (Fig. 23C), gold particles are
mainly seen at the plasma membrane -
endospore interface. In sporoblasts, the
ECCDA is also present in the inner part of the
cell wall tightly associated with the plasma
membrane (Fig. 24A-B-C). This location is
consistent with biochemical and sequence
data, and suggests a role in cell-wall
formation. Late sporogony is characterized by
the thickening of the chitin-containing
endospore [12], but the mechanism of chitin
deposition is unknown. Since the ECCDA
enzyme is regularly distributed at the plasma
membrane during the whole sporogony, chitin

may be produced all around the cell.
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Late sporoblasts frequently harbour a
membrane-rich structure (300 x 200-250 nm)
which reacts with ECCDA-specific PAb (Fig.
24A-B-D-E), and which opens to the wall.
Gold particles are clearly associated with
membranes of this structure that is filled with
an electron-dense material similar to that of
the endospore. Figure 24E suggests that this
material is flowing between the plasma
membrane and the future exospore. In
different Microsporidia such as Pleistophora
sp., Stempellia sp. and Ameson pulvis, a
similar membranous whorl termed
“scindosome” or “paramural body” has been
observed at the furrowing sites during
division stage of the parasite [13,42].

Since the sporoblast decreases in size as its
differentiation proceeds, the E. cuniculi
paramural body could be interpreted as an
endocytic recuperation of
membrane/endospore material. Alternatively,
chitin might be synthesized and deacetylated
within the paramural body before being
incorporated to the wall by an exocytosis-like
process. As a result, this structure would be
the equivalent of the fungal chitosome, an
organelle which is specialized for chitin
[43,44].  The
hypothesis should be tested through further

biosynthesis chitosome
studies on the expression and location of
microsporidian chitin

(ECUO1_1390).

synthase
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Signaux et motifs

Critéres

N-terminal signal peptide
Mitochondrial-targeting signal

Nuclear-localization signals
ER-lumen-retention signal
ER-membrane-retention signal
Peroxisomal-targeting signal
Vacuolar-targeting signal
Golgi-transport signal
Tyrosine-containing motif
Dileucine motif

Membrane span(s)/topology

RNA-binding motif

Actinin-type actin-binding motifs

Isoprenyl motif
GPl-anchor
N-myristoylation motif
DNA-binding motifs
Ribosomal-protein motifs

Prokaryotic DNA-binding motifs

Amino acid composition

Coiled-coil structure

Modified McGeoch’s method and the cleavage-site consensus

Amino acid composition of the N-terminal 20 residues and some weak
cleavage-site consensus

Combined score for various empirical rules

The KDEL-like motif at the C-terminus

Motifs: XXRR-like (N-terminal) or KKXX-like (C-terminal)

PTS1 motif at the C-terminus and the PTS2 motif

[TIKJLP[NKI] motif

The YQRL motif (preferentially at the cytoplasmic tail)

Number of tyrosine residues in the cytoplasmic tail

At the cytoplasmic tail

Maximum hydrophobicity and the number of predicted spans; charge
difference across the most N-terminal transmembrane segment

RNP-1 motif

From PROSITE

CaaX motif at the C-terminus

Type-1a membrane protein with very short tail

At the N-terminus

63 motifs from PROSITE

71 motifs from PROSITE

33 motifs from PROSITE

Neural network score that discriminates between cytoplasmic and nuclear
proteins

Number of residues in the predicted coiled-coil state

Tableau 7. Motifs reconnus par PSORT Il. D’apres Nakai et Horton (1999).
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5.2. Recherche de ©protéines candidates a une
localisation pariétale par criblage bioinformatique

du génome de E. cuniculi

Pour dresser un inventaire des protéines potentiellement localisées au niveau de la paroi et de la
membrane plasmique chez E. cuniculi, nous avons défini un ensemble de caractéristiques de
séquence compatible avec cette localisation. En fonction de ces critéres nous avons établi un crible
bioinformatique qui a été confronté aux protéines majeures pariétales connues puis appliqué aux
protéines a fonction inconnue présentes dans le protéome sporal (cf chapitre 4. Analyse du
protéome...). Les protéines retenues ont fait 1’objet d’une investigation expérimentale de leur
localisation, ce qui a conduit a la validation de nos choix bioinformatiques. Nous avons ensuite
appliqué ces criteres a 1’ensemble des protéines a fonction inconnue déduites du génome d’E.

cuniculi.

Chez les eucaryotes, les protéines qui sont destinées a une localisation extracellulaire ou de surface
sont exportées par la voie d’exocytose générale. Les protéines qui empruntent cette voie, présentent
une séquence signal a leur extrémité N-terminale, requise pour D’entrée dans le réticulum
endoplasmique, premiere étape de la voie de sécrétion. Cependant, quelques protéines de levure
identifiées expérimentalement comme extracellulaires, dont notament HSP70, ne présentent pas
cette séquence signal. Le mécanisme moléculaire de ce transport n’est pas encore connu et aucune
séquence spécifique n’a pu étre mise en évidence (Cleves et al., 1996 ; Pardo et al., 1999). Dans
cette étude, nous avons postulé que la majorité des protéines extracellulaires ou de surface suivent
la voie d’exocytose générale et qu’elles possédent un peptide signal a leur extrémité N-terminale.
Nous avons utilisé un algorithme bioinformatique (SignalP) permettant de prédire la présence de ce
peptide signal. D’autres outils informatiques ont également été utilisés pour compléter notre
prédiction de localisation tel qu’une analyse globale multicritére conduisant a une localisation
putative (Psortll), une prédiction d’ancrage GPI (DGPI et Big-PI Predictor), ainsi qu’une recherche
d’homologies de séquence ou de domaine qui serait une éventuelle indication pour une localisation

membranaire ou pariétale.
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CDS Taille du Taille du produit Limites de la région amplifiée
CDS d’amplification par rapport au début du CDS

ECUO01 0820 1074 762 72-834
ECUO01 1270 666 612 51-663
ECU11 0510 762 624 96-717
ECU02 0150 663 597 75-660
ECU07_0920 933 701 68-769
ECU08 1730 645 552 54-606
ECUO05_0590 756 690 60-750
ECU11 1210 888 831 48-879
ECU09 1460 906 750 54-804
B.
Orientation Séquence nucléique des oligonucléotides Site de restriction
ECUO01 0820

Sens CG GAA TTC ACA TGC GAG CAG GAC CTG AGG EcoRlI

Revers CG CTC GAG CTG TCC TGG GCA TCG GAG GC Xho
ECUO01 1270

Sens CG GGA TCC AGC AGT GGC CTC TAC ATA CC BamHI

Revers CG GAA TTC CAT CAC AAT TGA GAA CAG AGC EcoRlI
ECU11 0510

Sens CG GAA TTC AGG GAG TTG GAG GAG TTC G EcoRlI

Revers CG CTC GAG ACT CTC TTC GTA CAG CGG Xho
ECU02_0150

Sens CG GGA TCC ATT CCA GTA GAA GTA TAT G BamHI

Revers CG GAA TTC GTG GCA GAC TCC ACC GG EcoRlI
ECU07_0920

Sens CG GAA TTC GAT GTC TCG TTG AGC C EcoRlI

Revers CG CTC GAG GAT GTC CGG AAG GTTC Xho
ECU08 1730

Sens CG GGA TCC GCA AAG AAC AAC GAA GG BamHI

Revers GG GAA TTC CTC GTC CTC ATA GGG EcoRl
ECUO05 0590

Sens CG GGA TCC TAC GAC CCT GTT CTT CAG C BamHI

Revers CG CTC GAG CTT AGA TCC TAT TTG TTC Xho
ECU11_1210

Sens CG GGA TCC CGG GAA GGC CTT GCC TTG BamHI

Revers CG GAA TTC GCA CTC GTC ATC GAC AGA EcoRl
ECU09 1460

Sens CG GGA TCC GAC TCC ACG CTA GTT GTG BamHI

Revers CG GAA TTC CTC CAT GGA CGC TTT TCC EcoRlI

Tableau 8. Caractéristiques des CDS retenus par le crible bioinformatique de recherche de
protéines pariétales (A), et des oligonucléotides permettant leur amplification génique (B). Les
réactions de PCR ont été effectuées selon des conditions standard avec une température
d’hybridation de 55°C.



Résultats

5.2.1. Matériels et Méthodes

5.2.1.1.  Analyses bioinformatiques

5.2.1.1.1. Prédiction d’un peptide signal

Chez les eucaryotes, les protéines qui sont véhiculées vers I’extérieur par 1’intermédiaire du systéme
endomembranaire présentent habituellement une séquence spécifique (appelée peptide signal) qui
est clivée apres translocation au travers de la membrane du réticulum endoplasmique. Il s’agit
communément d’une région chargée positivement a 1’extrémité N-terminale, suivie d’une région
hydrophobe organisée en hélice, puis d’une région polaire et non chargée. Les acides aminés en -3
et en -1 par rapport au site de clivage doivent étre de petites tailles et non chargés pour que le
clivage s’effectue correctement (von Heijne, 1983).

La présence d’un peptide signal a été déterminée par deux analyses complémentaires, dont en
premier lieu une prédiction par 1’algorithme SignalP 3.0 (Nielsen et al., 1997), disponible a
I’adresse http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP. Des travaux (Zhang et Henzel, 2004) ont
expertisé la robustesse des algorithmes de prédiction de peptides signaux en comparant les résultats
de prédiction aux données expérimentales pour 270 protéines humaines caractérisées comme
protéines sécrétées. L’algorithme le plus efficace de cette étude était SignalP avec un taux de
reconnaissance du site de clivage de 78%. Le second algorithme que nous avons utilisé est le
logiciel TMPred (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html) qui permet de prédire
I’ensemble des hélices transmembranaires d’une protéine. Nous avons donc ainsi pu confirmer la
présence d’une hélice transmembranaire en région N-terminale grace a I’algorithme TMPred. En
outre, dans le cas de protéines présentant un grand nombre d’hélices transmembranaires, on peut
légitimement supposer qu’il s’agisse d’une protéine intrinséque, c’est pourquoi nous avons exclu de
notre crible les protéines présentant plus de quatre segments transmembranaires, indication de
protéines intrinseéques, tels que les transporteurs et les pores cellulaires. Leur intégration au sein de
la membrane plasmique les rendant difficilement accessibles aux anticorps, leur localisation par

immunocytochimie est complexe.

5.2.1.1.2. Recherche de signaux d’adressage et de rétention aux organites
cellulaires

Parmi les protéines qui sont prises en charge par le systéme sécrétoire, certaines sont dirigées ou
retenues dans le réticulum, 1’appareil de Golgi, les vésicules de sécrétion et la membrane plasmique,
d’autre suivent la voie « par défaut » conduisant a leur sécrétion. Plusieurs signaux ont été décrits,
permettant aussi bien d’adresser les protéines vers un organelle cible, ou au contraire, de les

maintenir dans un compartiment précis. Il est donc possible de voir les protéines extracellulaires
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Nombre MM pl MM pl ) DGPI et Big- )
SignalP  TMPred Psort Il ) Homologie
d’AA th th exp exp Pl predictor
44,4% extracellulaire . .
ECUO1 domaine “keratin
0820 357 406 93 168 57 1-16 1-17 22,2% cytoplasme non high sulfur B2
- 22,2% mitochondrie (riche en cystéine)
6-23 . ancre GPI
ECUO1 1-17 55,6% extracellulaire . P
221 282 52 225 85 124-149 , avec clivage ~ Protéine riche en
1270 1-20 44,4% mb plasmique sérine
201-221 en 193
66,7% extracellulaire ancre GPI .
ECU11 1-18 » domaine
0510 254 28,1 46 326 45 1-15 34.953 3x11% réticulum / vacuole / (sans polysa(,:charide
- mitochondrie clivage) deacetylase
ECU02 4.8 66,7% extracellulaire
220 246 50 275 1-20 1-23 non
_ 0150 5,0 22,2% vacuole
55,6% extracellulaire
ECUO07 311 352 57 352 54 113 117 2x11% vacuole / noyau domaine
' ’ ’ ) - - non -
0920 11% cytoplasme exonucléase
phosphatase
11% mitochondrie
21,7% extracellulaire similaire a ECU
. 08_1700
ECUO08 21,7% mb plasmique = y
214 234 61 230 61 1-14 1-17 plasmid non ECU08_1710 et
1730 17,4% cytoplasme ECU 08_1720
17,4% noyau domalne_ r’|’c:|n B
lectine
55,6% extracellulaire
ECUO05 29,6 1-20 2x11% vacuole / noyau
251 28,4 6,0 5,8 1-15 non
590 28,2 183-200 11% cytoplasme
11% mitochondrie
66,7% extracellulaire
ECU11
1210 295 330 50 364 47 1-23 1-24 22,2% réticulum non
- 11,1% vacuole
ECU09 39-60 33,3% extracellulaire . s
301 339 58 328 56 1-16 . non domaine répété
_1460 200-223 22,2% mb plasmique “WD40”

Tableau 9. Bilan des protéines candidates & une localisation extracellulaire retenues parmi les

protéines a fonction inconnue du protéome sporal de E. cuniculi. AA : acides aminés, MM : masse

moléculaire, pl : point isoélectrique, exp : expérimental, th : théorique, mb : membrane.
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comme ne présentant ni signaux de rétention, ni signaux d’adressage autres que le peptide signal
(Nakai et Horton, 1999). Le programme PSORT II (http://www.psort.nibb.ac.jp/form2.html) a été
développé pour prédire la localisation cellulaire de protéines, en recherchant dans leur séquence la
présence de signaux caractéristiques d’une localisation cellulaire (tableau 7). L’absence de ces
signaux, a I’exception de ceux responsables d’ancrage membrannaire et du peptide signal est le

second critére que nous avons retenu pour notre analyse.

5.2.1.1.3. Prédiction d’ancre GPI et recherche d’homologie de séquences

Chez les champignons, et particuliérement S. cerevisiae, toute une famille de protéines pariétales est
ancrée a la membrane plasmique par I’intermédiaire d’un résidu GPI (Frieman et Cormack, 2004).
La région ou s’effectue la liaison enzymatique de 1’ancre GPI se situe au niveau de 1’extrémité C-
terminale. Elle est constituée d’une partie hydrophobe de 15 a 30 acides aminés, suivie d’une partie
hydrophile (environ 8§ acides aminés) puis du site d’ancrage qui est un petit acide aming, souvent la
sérine (48%). Nous avons utilisé deux algorithmes : DGPI et big-PI predictor pour prédire ce type
de structure, disponibles respectivement aux adresses suivantes http://129.194.185.165/dgpi/
index en.html et http://mendel.imp.univie.ac.at/sat/gpi/gpi_server.html.

Nous avons également inclus dans notre analyse la recherche d’homologies de séquence par
BLAST  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) ainsi que de domaine par Prosite
(http://www.expasy.org/prosite). L’homologie entre protéines ou bien la présence de domaines
conservés peut étre une indication permettant d’émettre des hypothéses sur la fonction d’une

protéine, et donc sur sa localisation.

5.2.1.2. Biologie moléculaire

5.2.1.2.1. Expression et clonage des protéines d’intérét
Les protéines ont été¢ exprimées sous forme tronquée en fusion avec la glutathion-S-transférase
(GST) a I’extrémité N-terminale et avec un motif de 8xHis a I’extrémité C-terminale. L’ensemble
des données de clonage et d’amplification génique est résumé dans le tableau 8. Les produits
d’amplification ont été purifiés puis clonés en phase avec la GST dans le vecteur d’expression
procaryote pGEX-4T1 modifié, avant le site Xhol, pour présenter un motif de huit histidines a
I’extrémité C-terminale de la protéine recombinante. Le plasmide recombinant a été introduit dans
une souche d’E. coli BL21+ par choc thermique. Aprés induction avec 2 mM d’IPTG pendant 4
heures, les protéines bactériennes ont été extraites en solution de Laemmli (Tris 125 mM, Glycérol

10%, DTT 0,125 mM, SDS 2%, trace de bleu de Bromophénol) et analysées par SDS-PAGE.
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Protéine Localisation par IFA Localisation par MET

Localisation a la surface de la paroi chez les stades

ECU01_0820 Paroi
jeunes puis a I'endospore chez la spore (EnP1)?
Localisation a la surface de la paroi chez les stades
ECUO01_1270 Paroi s
jeunes puis a I'endospore chez la spore (EnP2)
Localisation a l'interface membrane plasmique
ECU11_0510 Paroi ) ] b
endospore dés la mise en place de la paroi (ECCDA)
. Localisation au niveau de I'exospore dés la mise en
ECU02_0150 Paroi

place de la paroi (ExP1)°

ECU07_0920 Cytoplasme dans les ) o )
Marquage plutét cytoplasmique difficile a interpréter

ECU08 1730 stades jeunes

ECU05_0590

ECU11_1210 Non effectué car problemes a I'étape de clonage du gene d'interét
ECU09_1460

Tableau 10. Localisation cellulaire des protéines candidates a une localisation pariétale. :

Peuvel-Fanget et al., sous presse, ”: Brosson et al., 2005, ¢ : Brosson et al., manuscrit soumis.

IFA : microscropie a immuno fluorescence.



Résultats

5.2.1.2.2. Séparation sur gel SDS-PAGE et analyse par Western blot.
La séparation des protéines sur gel SDS-PAGE et leur analyse par Western Blot ont été effectuées

comme décrit précédemment (Brosson et al., 2005).

5.2.1.2.3. Production de sera polyclonaux
Des anticorps polyclonaux dirigés contre les protéines recombinantes ont été obtenus chez des
souris BALB/c et SWISS apres injection de bandes protéiques SDS-PAGE broyées. Toutes les deux
semaines, les souris ont recu (entre trois et cinq fois selon les protéines) intra-péritonéalement les
¢chantillons protéiques homogénéisés avec de ’adjuvant de Freund (Sigma). Les sera ont été

collectés deux semaines apres la derniére injection, puis conservés a -20°C.

5.2.1.2.4. Localisation par immunofluorescence indirecte (IFA)
Des cellules HFF et MDCK infestées par E. cuniculi ont été fixées en méthanol a -80°C,
perméabilisées en éthanol 70% / Triton X-100 0,5%, saturées en PBS lait écrémé 5% et incubées
1 heure avec une dilution appropriée d’anticorps primaires en PBS Triton X-100 0,1%. Apres
traitement pendant 1 heure avec une dilution au 1:1000 d’un anticorps anti-souris couplé a un
fluorochrome (Alexia Fluor 488) les préparations ont été examinées grace a un microscope Leica

DMR a épifluorescence.

5.2.1.2.5. Immunolocalisation par Microscopie Electronique a Transmission
(MET)

L’immunolocalisation des protéines d’intérét a été effectuée comme décrite précédemment

(Brosson et al., 2005).

5.2.2. Résultats

5.2.2.1. Validation du crible bioinformatique sur des protéines
expérimentalement identifiées comme pariétales

Nous avons appliqué le crible bioinformatique devant permettre de repérer des protéines candidates

a une localidation paritétale, aux deux seules protéines connues pour étre localisées au niveau de la

paroi, précisément a I’interface endospore - membrane plasmique pour ECCDA (Brosson et al.,

2005) et au niveau de I’exospore pour SWP1 (Bohne et al., 2000). Pour chacune d’elle, SignalP

prédit un peptide signal confirmé par TMPred. L’algorithme Psort II prédit une localisation

extracellulaire avec une probabilité de 44% pour SWP1 et 66% pour ECCDA. De plus, la prédiction
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Figure 25. Immunolocalisation des protéines pariétales par MET : ECU 11 0510 (EcCDA) dans une
spore mature (A,B); ECU02_0150 (ExP1) chez plusieurs stades de fin de sporogenese (C);
ECUO01_0820 (EnP1) dans un sporoblaste (D) et dans une spore mature (E,F) ; ECU01 1270 (EnP2)

dans un sporonte (G) et dans des spores matures (H, I).



Résultats

pour ECCDA d’une hélice transmembranaire en position C-terminale, peut expliquer sa localisation
a proximité de la membrane plasmique.
Le bilan de la prédiction bioinformatique permet de conclure a une localisation extracellulaire

prédite qui est concordante avec la localisation expérimentale.

5.2.2.2. Recherche de candidates pariétales dans le protéome expérimental de E.
cuniculi

Dans un premier temps, afin de travailler sur des protéines exprimées, nous avons recherché des
protéines candidates a une localisation pariétale parmi les protéines a fonction inconnue identifiées
dans le protéome expérimental. Ainsi, nous avons retenu parmi les 177 proteines identifiées dans
I’analyse du protéome des stades tardifs d’E. cuniculi (Brosson et al. en préparation) les 45
protéines a fonction inconnue. Nous les avons criblées selon les critéres bioinformatiques retenus et
nous avons ainsi selectionné neuf protéines candidates (tableau 9).
Afin de déterminer expérimentalement la localisation de ces protéines, nous avons cloné le geéne
d’intérét en vecteur d’expression, purifié la protéine recombinante en fusion avec la GST avant de
I’injecter a des souris. Les sera polyclonaux obtenus ont permis d’effectuer des marquages
immunocytochimiques en microscopie optique a fluorescence et en MET (tableau 10) et figure 25.
Parmi ces neuf candidates, I’immunolocalisation par MET a permis de conclure que quatre
protéines sont clairement localisées au niveau de la paroi ou de la membrane plasmique (figure 25).
Les protéines ECUO1 0820 (EnP1) et ECUO1 1270 (EnP2) sont localisées au sein de 1’endospore
(Peuvel-Fanget et al., sous presse). La protéine ECU02 0150 se situe au niveau de 1’exospore
(Brosson et al., manuscrit soumis). Enfin, ECUI1 0510 ou ECCDA se situe au niveau de la
membrane plasmique (cf chapitre 5.1. La chitine déacétylase...) (Brosson et al., 2005).
Ces résultats permettent de confirmer la validité des hypothéses sur lesquelles nous avons construit
notre crible. De plus, nous pouvons noter que ces quatre protéines présentent une probabilité
supérieure a 40% de prédiction de localisation extracellulaire avec 1’algorithme Psort II. Pour la
protéine ECUO8 1730, cette probabilité n’est que de 21,7% et aucune localisation pariétale n’a été
observée. Les critéres de prédiction d’une protéine pariétale finalement retenus sont les suivants :
prédiction d’un peptide signal avec Signal P et confirmation d’une hélice transmembranaire a
I’extremité N-terminale par TMPred, prédiction d’une localisation extracellulaire avec une
probabilité supérieure a 40% par Psort II et recherche d’éventuel signaux d’ancrage GPI. Ce crible
nous a donc permis de sélectioner cinq protéines, auxquelles nous pouvons ajouter la protéine
SWPI1 (cf ci-dessus). Sur ces six protéines, seule ECU07 0820 se révéle étre un faux positif avec

une localisation cytoplasmique et non pariétale. Par conséquent, notre crible est validé
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Analyse Nombre de protéines retenues
Proteines a fonction inconnue 1058

Analyse SignalP et TMpred 211

Analyse Psort (extracellulaire >40%) 29

Nombre total de protéines candidates 11

Tableau 11. Bilan des protéines retenues pour une localisation pariétale aprés criblage

bioinformatique des protéines a fonction inconnue codées par le génome d’E. cuniculi.

Nombre DGPI et Big- .
SignalP  TMPred Psort I ) Homologie
d’AA Pl predictor

44,4% extracellulaire .
ECUO01_1070 400 1-17 1-15 rien
33,3% noyau

66,7% extracellulaire ) similaire a la famille
ECU03_0100 522 1-18 3-20 rien des

0,
11,1% vacuole phosphohydrolases

77,8% extracellulaire
ECU04_0410 778 1-29 9-28 rien
11,1% vacuole

55,6% extracellulaire
ECUO05_0420 417 1-17 1-19 22,2% réticulum rien

11,1% vacuole

55,6% extracellulaire
ECU05_1300 962 1-20 2-21 rien
22,2% cytoplasme

55,6% extracellulaire
ECU06_0640 127 1-17 1-20 rien
33,3% noyau

ECU07_1430 610 1-14 1-19 77,8% extracellulaire rien similarité avec la
myosin-3

55,6% extracellulaire
ECU08_1370 245 1-13 1-17 ) rien
11,1% réticulum

44,4% extracellulaire . Similarité avec la

ECU09_1340 147 1-16 4-23 _ rien « flagellar GTP-
22,2% mb plasmique L .

binding protein »

13.31 44,4% extracellulaire
ECU09_1630 321 1-35 22,2% vacuole rien
189-211
22,2% cytoplasme

44,4% extracellulaire
ECU10_0650 309 1-19 258-280 33,3% cytoplasme rien

22,2% réticulum

Tableau 12. Bilan des protéines candidates a une localisation extracellulaire retenues parmi les
protéines a fonction inconnue déduites du génome d’E. cuniculi. MB : membrane, AA : acides

aminés.



Résultats

expérimentalement avec une probabilité supérieure a plus de 83% (cinq protéines sur les six

vérifiant le crible sont effectivement pariétales).

5.2.2.3. Recherche de protéines candidates a une localisation pariétale dans
I’ensemble des protéines d’E. cuniculi

Nous avons appliqué ce crible bioinformatique a I’ensemble des séquences protéiques déduites du
génome d’E. cuniculi pour lesquelle aucune fonction n’a pu étre attribuée. Ces protéines sont en
effet supposées étre, au moins en partie, spécifiques des microsporidies et constituent donc un
réservoir intéressant pour rechercher des composants propres a la paroi microsporidienne.
Nous avons d’autre part exclu de notre sélection les protéines appartenant aux familles
multigéniques situées aux extrémités des chromosomes. L.’organisation génomique et I’expression
de ces familles, complexe a analyser, fait 1’objet de travaux spécifiques au sein de notre équipe. Les
résultats de I’analyse des protéines retenues sont résumés dans le tableau 11. Nous avons donc
finalement constitué un groupe de 11 protéines candidates a une localisation pariétale dont les
caractéristiques sont présentées dans le tableau 12. Leur validation expérimentale est actuellement

€n cours.
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Sporonte : Dép6t de matériel pariétal en périphérie de la cellule
Matériel dense O m *
aux électrons I
Membrane g 2 O

plasmique

Cytoplasme

Sporoblaste — Spore : mise en place de I'’endospore

Exospore

Endospore

Membrane
plasmique

Cytoplasme UDP - GIcNAc €= Métabolisme

Légende
‘ ExP1  ECU02_ 0150

O EcCDA ECU11_0510 . SWP1 ECU10_1660

. ¢{) EnP1  ECUOL 0820
Chitine ECUO01_1390
synthase O EnP2  ECU01_1270

Figure 26. Modéle de morphogenése de la paroi microsporidienne. Chez le jeune sporonte, la future
paroi se met en place sous forme de dépdts de matériel dense a la périphérie. Expérimentalement la
chitine déacétylase a été localisée a I’interface membrane plasmique-endospore alors que Expl,
SWP1, EnP1 et ENP2 ont été localisées a la surface de ce dép6t dense. Par analogie avec les
champignons nous avons intégré a ce modeéle une chitine synthase (déduite du génome d’E. cuniculi)
localisée a proximité de la chitine déacétylase et ancrée a la membrane par sept segments
transmembranaires. A partir du stade sporoblaste I’endospore s’épaissit par mise en place de la
chitine. La chitine déacétylase « ECCDA » prendrait en charge directement certaines chaines
néoformées de chitine pour conduire a la formation de chitosan. En toute fin de sporogenése, la
paroi subit des remaniements structurels conduisant a la relocalisation de certaines protéines (EnP1
et EnP2), pour atteindre leur localisation définitive chez la spore mature. Ces observations
indigquent que le matériel dense déposé chez les sporontes ne constitue pas directement la future

exospore.




Résultats

5.3. Proposition d’un modele de mise en place de la

paroi microsporidienne

L’¢tude de la cinétique de mise en place de différentes protéines pariétales identifiées chez E.
cuniculi : SWP1 (Bohne et al., 2000), ECCDA (Brosson et al., 2005), EnP1 et EnP2 (Peuvel-Fanget
et al., sous presse), ExP1 (Brosson et al. en préparation) nous permet de proposer un modéle de
morphogenése de la paroi microsporidienne (figure 26).

Lors de la transition entre les stades méronte et sporonte, des dépdts de matériel dense aux électrons
organisés sous forme de lamelles sont mis en place a la périphérie du parasite. Alors que la chitine
déacétylase est localisée a 1’interface membrane plasmique-endospore, les autres protéines sont
localisées a la surface de ce dépdt dense.

C’est a partir du stade sporoblaste que débute la mise en place de I’endospore qui s’épaissit
progressivement par ajout de chitine jusqu'a la spore mature. Chez les champignons, la chitine
déacétylase forme un complexe avec la chitine synthase, ou la chitine déacétylase prend en charge
directement les chaines néoformées par la chitine synthase (Kafetzopoulos et al., 1993). Nous
postulons que la situation est similaire chez E. cuniculi : ces deux protéines seraient donc ancrées a
la surface de la membrane plasmique et ’activité de leur tandem serait maximale durant toute la
période conduisant a 1’épaississement de 1’endospore.

Parallélement a cet épaississement de [’endospore les constituants protéiques de la paroi se
réorganisent. Certains, en fin de sporogenése (passage sporoblaste-spore), subissent en effet une
réorganisation qui aboutit a leur localisation définitive. Les protéines SWP1 et ExP1 sont mises en
place, chez le sporonte a la surface des dépots de matériel dense et demeurent localisé€es a la surface
de la paroi de la spore mature. Au contraire, les protéines EnP1 et EnP2, localisées a la surface de la
paroi des le stade sporonte, sont relocalisées au sein de I’endospore chez la spore mature. Ces
observations indiquent que la paroi en toute fin de sporogenése subit des remaniements structurels.
Ces données originales permettent de conclure que le matériel dense déposé a la périphérie des
sporontes n’est pas directement la future exospore. Ainsi, cette paroi microsporidienne semble, a
I’image de la paroi des levures, bien plus dynamique qu’elle n’est décrite jusqu’a présent dans la

bibliographie.
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1. LE PROTEOME MICROSPORIDIEN

Ces travaux de these ont débuté alors que notre équipe venait de terminer le séquencage du génome
d’E. cuniculi. Ainsi, c’est dans un contexte de post-génomique que nous avons effectué, pour la
premiére fois chez les microsporidies, une analyse descriptive du protéome des stades tardifs du
cycle de développement de E. cuniculi. Pour ces travaux, nous avons mené une double stratégie,
d’une part une séparation des protéines par électrophoreése bidimensionnelle puis analyse des spots
par spectrométrie de masse MS et MS/MS, et d’autre part une analyse par LC-MS/MS d’extraits
protéiques digérés par la trypsine. Nous avons ainsi pu identifier un total de 177 protéines
différentes, qui nous ont permis de dresser la premiére carte protéique d’E. cuniculi. Ces résultats
nous éclairent sur la physiologie de la fin de la sporogenese microsporidienne, notamment sur les
protéines participant aux sécrétions et structures de la spore, aux métabolismes énergétiques et
glucidiques, au controle du cycle cellulaire ainsi qu’a la survie de la spore dans 1I’environnement.
Cette premic¢re analyse du protéome d’une microsporidie a également permis a notre équipe

d’acquérir ’expérience nécessaire pour envisager une stratégie plus large de protéomique.

L’analyse du protéome microsporidien a montré que de nombreuses protéines étaient présentes sous
de multiples isoformes, jusqu’a cinq dans le cas de I’actine. Ces modifications, comme les
glycosylations et les phosphorylations, sont trés peu connues chez les microsporidies, en dépit de
leur trés probable implication dans la régulation et I’activit¢ de toute la physiologie du parasite.
L’¢tude de ses modifications a I’échelle de 1’organisme représente donc un nouveau domaine
d’investigation qui permettrait d’obtenir une vision globale des mécanismes de régulation des
protéines et part conséquent de la cellule entiére. Ainsi, I’étude du phosphoprotéome des
microsporidies pourrait conduire a 1’obtention de données sur les cascades de régulation cellulaire.
Cet axe de recherche vient de débuter au laboratoire, avec 1’exploitation des cartes protéiques
obtenues grace a I’analyse descriptive. Celles-ci sont hybridées avec des anticorps spécifiques des
acides aminés phosphorylés (sérine, thréonine, tyrosine) permettant de définir un ensemble de
protéines ayant été modifiées. Ces protéines sont des candidates pour étre des acteurs majeurs dans
les voies de signalisation de la cellule, présidant par exemple aussi bien au changement de stade
qu’a la régulation du cycle cellulaire. De plus, ces protéines phosphorylées sont des cibles de choix

pour le développement d’applications médicales (cibles thérapeutiques).
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L’investigation du glycoprotéome microsporidien est un sujet trés riche en raison de la quasi -
inexistence des données portant sur les motifs glycosylés présents sur les glycoprotéines
microsporidiennes. Il semblerait, d’apres la reconstruction du métabolisme a partir du génome de E.
cuniculi et d’Antonospora locustae, que les microsporidies soient capables d’effectuer uniquement
la O-glycosylation (V. Taupin, communication personnelle) mais cela n’a jamais été démontré.
Chez les champignons pathogénes, les glycoprotéines jouent un réle majeur dans les mécanismes
d’interaction et de reconnaissance avec 1’hote. Ainsi, 1’étude du role et de la nature des
glycosylations chez les microsporidies pourraient permettre de mieux comprendre les mécanismes
conduisant a la reconnaissance de la cellule hote et au déclenchement des processus d’invasion
(comme par exemple la dévagination du tube polaire). Des travaux portant sur 1’étude du
glycoprotéome ont débuté dans le laboratoire afin d’obtenir la nature exacte de ’ensemble des
glycosylations présentes dans des extraits protéiques microsporidiens et de purifier des protéines
glycosylées par chromatographies d’affinit¢é avec des lectines spécifiques de glycosylations

données.

L’un des axes majeurs de recherche en protéomique parasitaire est 1’analyse comparative des
protéomes de chaque stade de développement. En effet, cette approche, ou les profils d’expression
protéique de chaque stade sont comparés, constitue une véritable « pierre de rosette » pour 1’étude
de la physiologie de ces stades. Ces analyses permettent de définir aussi bien des protéines
spécifiques a un stade donné, que des protéines ayant un taux d’expression différent entre deux
stades. De méme, disposer de données sur les protéines spécifiques a chaque stade permet de
développer des outils de reconnaissance ayant des retombées aussi bien fondamentales
qu’appliquées : meilleure compréhension du cycle parasitaire, outils de diagnostic, cibles
biologiques pour le développement d’anti-parasitaires. Les variations dans les profils protéiques
sont également le reflet de ’adaptation d’un stade de développement a son hote (dans le cas de
parasites hétéroxénes), et leurs études permettent de mieux appréhender les interactions hote-
parasite.

Cette analyse de protéomique comparative, appliquée aux microsporidies, permettrait d’élucider de
nombreuses inconnues concernant les acteurs de 1’organisation du cycle parasitaire, sur
I’identification de « facteurs de virulences » tels que les protéines impliquées dans le déclenchement
du mécanisme invasif, ainsi que toutes les protéines participant aux transferts entre le parasite et la
cellule hote. Malheureusement, chez E. cuniculi, nous sommes actuellement incapables de purifier
et séparer de grandes quantités de cellules d’un stade donné, rendant une approche de protéomique
classique par 2D-PAGE impossible. Cependant, la trés grande sensibilité de nouvelles stratégies

d’analyse comme la LC-MS/MS ou I’analyse MudPIT, permettent d’envisager une analyse
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protéomique comparative avec les faibles quantités de matériel biologique que I’on peut obtenir

avec les protocoles de purification qui sont actuellement développés au laboratoire.

Le protéome de E.cuniculi étudié ici présente une forte proportion de protéines a fonction inconnue.
Ces protéines sont, pour certaines, parmi les plus exprimées du protéome, et jouent sans aucun
doute un réle important pour la biologie du parasite, ainsi 1’identification de leur fonction
permettrait d’effectuer de grandes avancées dans la connaissance du parasite. La fonction d’une
protéine peut étre vu comme un ensemble de données convergentes, dont 1’interprétation permet
d’obtenir une présomption de fonction. Ces données sont la cinétique d’expression de la protéine, sa
localisation, les protéines avec lesquelles elle interagit, ses homologies de structures (acides aminés,
domaines, repliements tridimensionnels), et dans le meilleur des cas une activité biologique prouvée
expérimentalement. Cette derniére donnée étant rare, 1’identification de la fonction nécessite donc
I’obtention des autres données pour obtenir un faisceau de présomptions convergeant vers une
fonction. L’une des données qui peut étre obtenue est le réseau d’interaction dans lequel se place
une protéine. En étudiant a 1’échelle du protéome les interactions entre protéines. Cette analyse, qui
constitue la protéomique fonctionnelle, donne des indices sur la fonction d’une protéine selon la
fonction des protéines avec lesquelles elle interagit. Des travaux d’analyse de 1’interactome d’E.
cuniculi sont en cours dans notre équipe et sont principalement centrés sur les protéines de controle
du cycle cellulaire, du métabolisme fer-soufre, ainsi que sur les protéines de structure. Un autre
domaine permettant d’apporter des réponses sur ces protéines est une analyse par protéomique
structurale. En effet, malgré le nombre croissant de séquences protéiques disponibles dans les
banques de données, la simple homologie de séquence primaire n’a pas permis d’identifier la
fonction de ces protéines. Il est donc nécessaire de changer de niveau d’organisation et d’identifier,
graice a la résolution de leur structure tridimensionnelle, des domaines ou repliements
caractéristiques d’une activité biologique donnée. Notre équipe est impliquée dans 1’évaluation de

la faisabilité de 1’analyse cristallographique des protéines microsporidiennes.
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2. LES PROTEINES PARIETALES
MICROSPORIDIENNES

Le second volet de ces travaux de thése porte sur I’é¢tude des protéines de paroi chez E. cuniculi. I
s’agit en effet d’une structure essentielle a la survie et aux processus d’invasion de la spore, mais
sur laquelle peu de chose sont connues, particulierement d’un point de vue moléculaire. Rappelons
que les informations antérieures concernant cette structure ne mentionnait la présence que d’une
seule protéine chez E. cuniculi : SWP1. Nous avons exploité les données fournies par le protéome
afin de rechercher parmi les protéines a fonction inconnue de nouvelles protéines pariétales. Grace a
la sélection d’un ensemble de critéres bioinformatiques, nous avons determiné un panel de protéines
candidates a une localisation pariétale. Leur localisation expérimentale a permis d’identifier quatre
nouvelles protéines de paroi EnP1, EnP2, ExP1 et ECCDA, une enzyme trés probablement
impliquée dans la mise en place de la paroi et de proposer le premier modele dynamique de la

morphogenése de la paroi chez les microsporidies.

Nous avons appliqué le crible bioinformatique a I’ensemble des protéines a fonction inconnue
codées par le génome de E. cuniculi, et ainsi retenu 11 protéines candidates. Les résultats de ces
travaux laissent donc envisager I’existence d’un plus large répertoire de protéines pariétales. L’une
des perspectives les plus immédiates de cette thése est la localisation expérimentale de ces protéines
candidates, selon la méme stratégie que nous avons également développée : clonage des genes,
production de protéines recombinantes, production d’anticorps et immunolocalisation par IFA et
MET. 1l serait également intéresant de produire ces anticorps chez plusieurs organismes dans le but
d’effectuer des expériences de colocalisation, entre protéines a fonction inconnue mais aussi entre
elles et des enzymes impliquées dans la morphogenese de la paroi (chitine synthase par exemple).
Cela permettrait d’appréhender de possibles interactions entre les protéines localisées au sein d’une
méme structure : EnP1 et EnP2 dans I’endospore, SWP1 et ExP1 au niveau de 1’exospore, la chitine
synthase et la chitine déacétylase au niveau de la membrane plasmique. L’analyse de ces
colocalisations serait un moyen de préciser leur cinétique de mise en place au cours du cycle de
développement du parasite, et par conséquent de préciser la morphogenese de la paroi. Ces
résultats, grace a leurs validations expérimentales, peuvent également venir pondérer des analyses a
plus grande échelle en servant de témoins positifs comme par exemple dans le cas d’analyses de

I’ensemble des réseaux d’interactions chez les microspodiries.
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Concernant I’attribution de fonction a ces protéines pariétales, 1’identification de leurs interactions
est une donnée importante mais cependant limitée. En effet, si 'on peut proposer des roles
biologiques a une protéine au centre d’un réseau d’interaction avec des partenaires dont la fonction
est définie, il n’en va pas de méme dans le cas ou la majorité des partenaires n’ont eux méme pas de
fonction attribuée. C’est pourtant, au vu du faible nombre de protéines pariétales dont I’activité est
connue, a ce genre de situation que 1’on risque d’étre confronté chez les microsporidies. Ce
probléme peut étre d’ailleurs posé de facon plus générale a I’ensemble des protéines a fonction

inconnue.

Ces travaux ont également permis d’apporter des précisions sur la morphogenése de la paroi
microsporidienne qui semble bien plus complexe que précédemment décrite, avec le dépot dans un
premier temps de 1’exospore, puis épaississement de 1’endospore. Nos résultats montrent qu’il s’agit
d’une structure beaucoup plus dynamique, a ’'image de ce qui est décrit pour la paroi des levures.
En effet, nous avons montré une réorganisation de la répartition de certaines protéines entre le début
et la fin de la sporogenése. Cela nous permet de conclure que la partie la plus externe de la paroi, en
début de sporogenese, n’est pas directement la future exospore. Il serait donc intéressant d’identifier
les régulations de la morphogenése pariétale, ainsi que les mécanismes conduisant a la
relocalisation des protéines. Ces mécanismes pourraient étre appréhendés par inactivation génique
des protéines potentiellement impliquées dans cette régulation et I’observation des phénotypes
résultants. Cependant cette approche n’est que théorique car les outils de génétique inverse ne sont
disponibles actuellement pour aucune microsporidie. Une autre approche pourrait étre basée sur
I’utilisation de drogues conduisant & des modifications structurales au sein de la paroi, comme par
exemple des inhibiteurs des enzymes du métabolisme de la chitine. Si les organismes sont viables
en présence de ces drogues, les bouleversements et modifications structuraux qui en découlent

pourraient nous éclairer sur les interactions entre constituants de la paroi.

La poursuite de ces travaux pourrait également étre envisagée d’un point de vue biochimique dans
le but de déterminer exactement 1’ensemble des constituants de la paroi. En effet, la mise en
¢vidence, au niveau de la paroi, d’une protéine qui est trés probablement une enzyme impliquée
dans la conversion de la chitine en chitosan réveéle que la nature biochimique de tous les
constituants pariétaux n’est pas encore totalement connue. Ainsi, la mise en évidence directe du
chitosan au sein de la paroi serait un des moyens de confirmer la fonctionnalité de la protéine
EcCDA. De méme, la localisation exacte du chitosan permettrait de mieux comprendre I’étonnante
résistance mécanique et chimique de cette paroi, ainsi que sa résistance aux digestions

enzymatiques par les chitinases. La présence d’une chitine déacétylase, ainsi que les données de
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phylogénie récentes, permettent d’établir un paralléle avec la paroi des levures. D¢s lors, il serait
intéressant de mener des investigations visant a vérifier la présence ou non des autres constituants
classiquement retrouvés dans les parois des formes de résistance fongique (mannoprotéines

structurales telles que le mannane, la dityrosine).

La mise en évidence d’homologues a la protéine SWP1 chez Encephalitozoon intestinalis, ainsi
que, comme nous 1’avons déja signalé, la présence d’un géne homologue a celui codant pour la
chitine déacétylase chez la microsporidie parasite d’insecte A. locustae, laissent penser qu’une
certaine conservation peut €tre retrouvée entre protéines de paroi chez les microsporidies. Ainsi
nous pourrions étendre la recherche de ces protéines a 1’ensemble du genre Encephalitozoon. Une
premicre approche pourrait étre la recherche de réactions croisées grace aux anticorps développés
contre les protéines de E. cuniculi. Ces profils définis par I’ensemble des réactions croisées et des
réactions spécifiques permettraient 1’utilisation de ces anticorps pour le typage et 1’identification des

différentes souches et/ou espéces du genre Encephalitozoon.

Pour conclure, ces travaux de thése apportent des éléments nouveaux sur la physiologie de la spore
microsporidienne ainsi que sur la biochimie et la morphogeneése de sa paroi. Ils valident et
proposent également de nouveaux outils (prédiction de protéines pariétales, cartes protéiques et
analyses protéomiques), et permettent aux microsporidies, pathogeénes opportunistes en émergeance,

de s’ancrer encore plus dans les champs d’investigation les plus actuels de la parasitologie.
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Abstract. The genome sequence of the microsporidian parasite Encephalitozoon cuniculi Levaditi, Nicolau et Schoen, 1923
contains about 2,000 genes that are representative of a non-redundant potential proteome composed of 1,909 protein chains. The
purpose of this review is to relate some advances in the characterisation of this proteome through bioinformatics and experimen-
tal approaches. The reduced diversity of the set of E. cuniculi proteins is perceptible in all the compilations of predicted domains,
orthologs, families and superfamilies, available in several public databases. The phyletic patterns of orthologs for seven eu-
karyotic organisms support an extensive gene loss in the fungal clade, with additional deletions in E. cuniculi. Most micro-
sporidial orthologs are the smallest ones among eukaryotes, justifying an interest in the use of these compacted proteins to better
discriminate between essential and non-essential regions. The three components of the E. cuniculi mRNA capping apparatus have
been especially well characterized and the three-dimensional structure of the cap methyltransferase has been elucidated following
the crystallisation of the microsporidial enzyme Ecml. So far, our mass spectrometry-based analyses of the E. cuniculi spore
proteome has led to the identification of about 170 proteins, one-quarter of these having no clearly predicted function. Immuno-
cytochemical studies are in progress to determine the subcellular localisation of microsporidia-specific proteins. Post-

translational modifications such as phosphorylation and glycosylation are expected to be soon explored.

INTRODUCTION

Sequencing the small genome (2.9 Mbp) of Encepha-
litozoon cuniculi Levaditi, Nicolau et Schoen, 1923, a
monokaryotic microsporidian parasite infecting mam-
mals, has revealed a complement of ~2,000 protein-
coding genes that are densely distributed over 11 small
chromosomes (Katinka et al. 2001). Some metabolic
potentialities deduced from gene annotation have been
recently reviewed, mainly as regard to energy metabo-
lism, lipid biosynthesis, protein trafficking (Vivarés and
Méténier 2004) and a Fe-S cluster synthesis pathway
that is thought to take place within a mitochondrion-
derived compartment or “mitosome” (Méténier and
Vivarés 2004, Van der Giezen and Tovar 2004).

Although sharing a common intracellular parasitic
status and a basic invasion strategy involving spore
polar tube extrusion, microsporidia are highly diversi-
fied species. Undoubtedly, comparative genomic studies
are of great interest to examine this diversity at the gene
level. Genome sequence surveys from Vittaforma cor-
neae (Mittleider et al. 2002) infecting humans and An-
tonospora (formerly Nosema) locustae (Slamovits et al.
2004) infecting grasshoppers, have yet revealed some
important differences in gene content compared to .
cuniculi (see review by Keeling et al. 2005). A striking
example of divergence is provided by the recent demon-
stration that A. locustae spores express a class II photo-

lyase, an enzyme involved in the repair of UV-induced
DNA damage (Slamovits and Keeling 2004). Indeed, no
photolyase homologue is encoded in E. cuniculi genome
and no class II photolyase has been found in fungi, the
organisms viewed as the closest relatives of micro-
sporidia. The “Nosema locustae Genome Project” from
the Marine Biological Laboratory at Woods Hole
(funded by NSF award number 0135272) has released
numerous contigs at the site http://jbpc.mbl.edu/
Nosema/Nannotation.html. New interesting data are
expected from large-scale analyses of this genome.

In the three last years, bioinformatic and/or experi-
mental studies have used E. cuniculi gene sequences
with different objectives such as the identification of
additional orthologous proteins, the evaluation of gene
losses during evolution and the exploration of the func-
tion of some key-enzymes (Table 1). Regrettably, very
little is still known about the characterisation of micro-
sporidia-specific proteins that may play crucial roles in
parasitic processes of development and host invasion.

Here, we will review major features of the proteome
of E. cuniculi and some published experimental data
relevant to protein functionality. Mass spectrometry
studies aimed to identify proteins expressed during
spore differentiation, are in progress in our laboratory
and will be finally evoked.

Address for correspondence: C.P. Vivares, Equipe de Parasitologie Moléculaire et Cellulaire, Laboratoire de Biologie des Protistes, UMR CNRS
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Fax: ++33 4 734 07 670; E-mail: christian.vivares@univ-bpclermont.fr

15






THE REDUCED COMPLEXITY OF THE
PREDICTED PROTEOME OF ENCEPHALITOZOON
CUNICULI

Statistical analyses for completed genomes and pre-
dicted proteomes of several prokaryotic and eukaryotic
organisms including E. cuniculi, are available in the EBI
Integr8 web site (http://www.ebi.ac.uk/integr8/EBI-
Integr8-HomePage.do). The E. cuniculi non-redundant
proteome is represented by only 1,909 potential “pro-
teins” (polypeptide chains, more exactly), which is
much less than in the free-living yeasts Saccharomyces
cerevisiae and Schizosaccharomyces pombe (6,224 and
4,929 proteins, respectively) or in the pathogenic fila-
mentous fungus Ashbya (or Eremothecium) gossypii
with a 9.2-Mbp genome (4,713 proteins). The number
of proteins with InterPro matches, i.e. with signatures
characteristic for known families, domains or functional
sites, attains only 1,294 in E. cuniculi, contrasting with
3,713 in A. gossypii and 3,366 in the apicomplexan
parasite Plasmodium falciparum 3D7. A reduced diver-
sity of the potential microsporidian proteins sharing
common features with known proteins is also evident
through their distribution at the superfamily level
(Madera et al. 2004, http://supfam.mrc-lmb.cam.ac.uk/
SUPERFAMILY). Only 364 superfamilies with an
assignment are distinguished in E. cuniculi. This is far
from the numbers in two Plasmodium species (566 in P.
falciparum and 567 in P. yoelii) and in various fungi
(from 620 in Candida glabrata to 774 in Fusarium
graminearum).

The updated version of the NCBI COG database con-
tains a compilation of 4,852 clusters of orthologs de-
rived from seven sequenced eukaryotic genomes (Homo
sapiens, Caenorhabditis elegans, Drosophila melano-
gaster, Arabidopsis thalania, S. cerevisiae, S. pombe
and E. cuniculi) and named “eukaryotic orthologous
groups” or KOGs (Tatusov et al. 2003, http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/COG/new/shokog.cgi). About 60% of
E. cuniculi proteins are assigned to KOGs. A massive
gene loss in the fungal clade, with additional elimina-
tion in E. cuniculi, has been inferred from the recon-
struction of parsimonious evolutionary scenarios using
either a subset of KOGs (Tatusov et al. 2003) or the
complete collection (Koonin et al. 2004). The common
ancestor of E. cuniculi and two yeast species is pre-
dicted to contain 3,048 KOGs, and the branch leading to
the microsporidian would be characterized by 586 gene
gains and up to 1,969 gene losses! This dramatic elimi-
nation concerns 269 genes of unknown function, 241
genes with only a general functional prediction and
various genes assigned to all major functional catego-
ries: 167 for post-translational modification, protein
turnover and chaperones, 122 for translation, 116 for
intracellular trafficking and secretion, 110 for energy
production and conversion, among others.

Strikingly, the E. cuniculi proteome shows a ten-
dency to the shortening of individual protein sequences,
in relation with a high frequency of intragenic deletions.
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The average protein length is close to 360 amino acid
(aa) residues and only 6 sequences encompass 2,000 aa
(Katinka et al. 2001). Numerous proteins are frequently
smaller than most eukaryotic counterparts. Typical
examples of compacted proteins are offered by two
conserved members of the AAA ATPase family: cyto-
plasmic dynein heavy chain (Vivarés et al. 2002) and
midasin (Garbarino and Gibbons 2002). The latter is a
nuclear protein encoded by the largest open reading
frame in S. cerevisiae. Yeast midasin (4,910 aa; ~560
kDa) is smaller than human ortholog (5,596 aa; ~632
kDa) but E. cuniculi midasin has been prone to a severe
reduction (2,832 aa; ~324 kDa). As illustrated in Fig.
1A, so far the microsporidial protein is the smallest,
compared to those from animals, fungi or protists.
Analysis by multiple sequence alignment has revealed
the reduction of all five domains at different extents
(Garbarino and Gibbons 2002). Taking S. cerevisiae
midasin as a reference, the authors have provided the
following degrees of reduction: 90% for the N-terminal
domain, 19% for the AAA domain retaining all six
tandem AAA protomers, 50% for the lengthy linker
domain as for the acidic D/E-rich domain, and 20% for
the C-terminal M-domain retaining all three MIDAS
motifs. This is consistent with the critical roles of AAA-
and M-domains, and indicates the non-essential charac-
ter of large parts of the three other domains. We have
examined the case of ribonucleotide reductase (RNR), a
ubiquitous enzyme required to provide the 2’-
deoxyribonucleotide precursors for both DNA replica-
tion and DNA repair. Like in all other eukaryotes, the E.
cuniculi enzyme can be assigned to the oxygen-
dependent class Ia and should exist as a tetramer o,f3,.
The large (o) and small (B) subunits contain 768 aa and
325 aa, respectively. These correspond to the lowest
RNR lengths among eukaryotic organisms whereas
most fungi display the highest values (Fig. 1B). The
large subunit of E. cuniculi RNR has a reduced C-
terminal domain, justifying a length close to R1 chain in
Escherichia coli (761 aa) or in several eukaryote vi-
ruses. Conversely, the small subunit has a reduced N-
terminal domain and is closer in size to E. coli R2F
chain (319 aa).

After assignment of conserved domains from the
NCBI CDD database to orthologous sets of eukaryotic
proteins, Koonin et al. (2004) have considered that
“...among the unicellular eukaryotes, Encephalitozoon
had by far the least complex domain architectures,
which reflects the general reduction in this intracellular
parasite”. The number of orthologous groups in which
the average number of domains is greater in E. cuniculi
ranges only from 10 (vs Homo sapiens) to 19 (vs S.
pombe). In contrast, the number of groups in which the
domain number is lower in E. cuniculi varies from 332
(vs H. sapiens) to 140 (vs S. pombe). Thus, the E. cu-
niculi proteome appears as a package of compact pro-
teins containing a significant proportion of orthologs
with simplified domain organisation.






Texier et al.: Post-genomics of microsporidia

Table 1. A list of studies on the characterisation of Encephalitozoon cuniculi gene sequences or products, in a three-year period

(2002-2004).

E. cuniculi proteins or RNAs

Main findings

References

Kinesin-like proteins
(KLPs 2, 3, 4, 5 and 6)

— Expression and localisation of five E. cuniculi GFP-
KLPs in the protist Leishmania major

Dubessay et al. 2004*

Protein kinase A, catalytic
subunit
(ECU07_0520; EcPKAc)

— Recombinant EcPKAc is inactive in phosphorylating
a usual synthetic substrate of PKAs. Two gene copies
in E. intestinalis

Equinet et al. 2004*

RNA polymerase II subunit A
C-terminal domain phosphatase
(ECUO07_0890; EcFcpl)

— EcFepl is a monomeric enzyme that has CTD phos-
phatase activity in vitro and can replace yeast Fcpl in
vivo

Hausmann et al. 2004*

Orthologous protein clusters
(see COG database)

— Scenarios of loss and emergence of genes during
eukaryotic evolution, based on comparative analyses
of KOGs from seven eukaryotes including E. cuniculi

Krylov et al. 2003
Tatusov et al. 2003
Koonin et al. 2004

Signal recognition particle RNA

— An SRP RNA sequence is present on chromosome X

Rosenblad et al. 2004

ATP/ADP translocase (4 genes)

— All ATP/ADP translocases would be of deep origin

Amiri et al. 2003

Methionine aminopeptidase-2
(ECU10_0750, EcMetAP2)

— Homology modelling; potential binding sites of
EcMetAP2 for Co**, fumagillin and TNP-470
— TNP-470 inhibits the activity of EcMetAP2 in vitro

Bontems et al. 2003*

Weiss et al. 2003 *

Homeobox (12 genes)

— Clustering of two homeobox genes is suggestive of
a mating-type locus (ECU10_ 1470, EcHd1;
ECUI10 1480, EcHd2)

Burglin 2003*

Midasin (ECU0S_1900)

— Large AAA ATPase characterized by a strong size
reduction in E. cuniculi

Garbarino and Gibbons 2002

20S proteasome (14 genes)

— Seven B-type subunits are assigned to B1—7 subtypes
but o subunits are highly divergent

Gille et al. 2003

tRNAs (46 genes)

— Comparative study of 60 genomes to detect tRNA
paralogs

Xue et al. 2003

Potl-like protein (ECUO5_1050)

— Similar to a single-stranded telomeric DNA-binding
protein

Baumann et al. 2002

ABC transporters (13 genes)

— Only four families of ABC proteins are distinguished

Cornillot et al. 2002*

mRNA 5’-triphosphatase
(ECU04_1550, EcCetl)

— EcCetl is shown to be an homodimeric metal-
dependent RNA triphosphatase and lacks a non-
essential N-terminal extension

Hausmann et al. 2002*

mRNA guanylyltransferase
(ECU09_0400, EcCegl)

— EcCegl exhibits guanyltransferase activity in vitro
and can sustain the growth of yeast ceg/, mutants

Hausmann et al. 2002*

mRNA cap (guanine-N7)
methyltransferase
(ECU10_0380, Ecm1)

— Ecml can sustain the growth of yeast abd, mutants

— Resolution of crystal structures of this enzyme in
complex with S-adenosylmethionine, S-adenosyl-
homocysteine and the cap guanylate

Hausmann et al. 2002*
Fabrega et al. 2004*

ORMDL (ECU11_1150)

— Assignment to a novel family of ER membrane pro-
teins

Hjelmqvist et al. 2002

NARF-like protein
(ECU05_0970)

— Similar to nuclear prelamin A recognition factor and
Fe-hydrogenases

Horner et al. 2002

Ribosomal proteins

— Comparative analysis in sequenced genomes; E. cuni-
culi lacks S21e, L14e, L28e and L38e homologs

Lecompte et al. 2002

Polar tube protein 3 precursor
(ECUI11 1440, PTP3)

— Identification and characterisation of a microsporidia-
specific protein associated with the polar tube

Peuvel et al. 2002*

Ferredoxin (ECU07 _0600)

— Assignment to type-II mitochondrial ferredoxin

Seeber 2002

*Stars indicate reports dealing with only microsporidial genes.

Most gene gains presumably arose from duplication-
divergence events. However, a small set of KOGs repre-
sented in E. cuniculi but absent in the two yeast species,
has led to propose two explanations: (1) loss of ances-
tral archaeo-eukaryotic genes in yeasts, for the orthologs
that are also found in all archaea but not in bacteria, and
(2) acquisition of genes by E. cuniculi through horizon-
tal gene transfer, for those showing high similarities to
some bacterial orthologs, e.g. 3-methyl-adenine DNA
glycosylase and ATP/ADP translocase (Tatusov et al.

2003, Koonin et al. 2004). Horizontal gene transfer has
been also invoked to justify the presence of class II
catalase and photolyase in 4. locustae (Fast et al. 2003,
Slamovits and Keeling 2004). As non-mitochondrial
ATP/ADP translocases (ATP-importing) are distributed
in plant chloroplasts, microsporidia and intracellular
parasitic bacteria (Rickettsia, Chlamydiaceae), a rela-
tively recent acquisition by microsporidia and plants via
independent horizontal gene transfers from bacteria has
been hypothesized (Koonin et al. 2004, Méténier and
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Vivarés 2004). An alternate hypothesis has been pro-
posed in a phylogenetic study supporting a very ancient
origin for all mitochondrial and non-mitochondrial
(“plastid/parasite””) ATP/ADP translocases (Amiri et al.
2003). The “plastid/parasite” gene would have been
present in a bacterial ancestor of mitochondria and
Rickettsia, and then transferred into the nuclear genome
of the early eukaryotic cell. This gene would have been
subsequently lost in various eukaryotic lineages, except
in plants for cytosol-to-plastid ATP transport and in
microsporidia for host ATP import. Whatever the evolu-
tionary scenario, discovering the membrane location
and substrate specificity of the four ATP/ADP translo-
case paralogs in E. cuniculi will be of interest for the
knowledge of host-microsporidia energetic relation-
ships.

SOME INSIGHTS INTO THE FUNCTIONALITY OF
ENCEPHALITOZOON CUNICULI PROTEINS

When examining the list of reports in Table 1, it is
clear that the deepest post-genomic experimental inves-
tigations of E. cuniculi proteins deal with the biochemi-
cal and genetic dissection of the three enzymes respon-
sible for mRNA capping: mRNA 5’-triphosphatase (Ec-
Cetl), RNA guanylyltransferase (EcCegl) and RNA
(guanine-N7) methyltransferase (Ecml). One reason of
the interest in the use of E. cuniculi sequences was to
determine whether the triphosphatase component was of
cysteine-phosphatase or metal-dependent type. Another
reason was to test the functionality of three typically
compacted microsporidial enzymes using yeast expres-
sion plasmids. Lacking the large N-terminal extensions
observed in fungal homologs, EcCetl contains only 221
aa. The purified recombinant enzyme can hydrolyze
ATP in the presence of Mn®" or Co*" ions, and the re-
placement of conserved glutamate residues required for
metal coordination with alanine residues abolishes its
activity, revealing a metal-dependent triphosphatase like
in fungi, DNA viruses and Plasmodium (Hausmann et
al. 2002). Intermediate in size between Chlorella virus
and S. pombe guanylyltransferases, EcCegl (364 aa) has
been demonstrated to be specific for GTP and active in
cap formation in vivo in S. cerevisiae cells deleted for
the endogenous enzyme. Likewise, Ecml without N-
terminal extensions and reduced to 298 aa (vs 476 aa in
H. sapiens and 402 aa in S. pombe), has been verified to
be active by complementation of yeast mutants without
endogenous cap methyltransferase (Hausmann et al.
2002). In summary, the components of the E. cuniculi
mRNA capping apparatus provide a nice illustration of
eukaryotic enzymes having preserved just a little more
than the minimum catalytic domains. The X-ray struc-
ture of guanine-N7-methyl transferase has been success-
fully determined for the first time after co-crystallisation
of Ecml with three different ligands, thus completing
the suite of protein structures for mRNA capping en-
zymes (Fabrega et al. 2004). This confirms that the use
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of minimal E. cuniculi orthologs can help to elucidate
the three-dimensional (3-D) structure of important en-
zymes and to identify critical regions for ligand binding.

Because of its somewhat surprising results, we will
also mention a recent study on the expression of green
fluorescent protein (GFP)-fused versions of E. cuniculi
genes in an original heterologous system represented by
the parasitic flagellate Leishmania major (Dubessay et
al. 2004). The selected genes were those coding for a
family of six kinesin-like proteins (EcKLPs) and five of
these were successfully expressed in Leishmania. Three
EcKLPs exhibited a diffuse cytoplasmic localisation.
The surprise arose from the very curious but precise
localisation of the two other GFP-fused proteins.
EcKLP3 was confined at the posterior end of the
Leishmania cell, a region characterized by the termina-
tion of subpellicular microtubules, while ECKLP6 was
targeted to the tip of the flagellum. Even if these two
opposite locations cannot be extrapolated to the En-
cephalitozoon cell, it seems likely that the different
EcKLPs play specific roles in intracellular transport
processes required for microsporidian life. The com-
parison with data of immunolocalisation in E. cuniculi
cells is expected to be informative.

A protein that has drawn the attention of workers in
the field of the chemotherapy of microsporidiosis is
methionine aminopeptidase type 2 (MetAP2). Fumagil-
lin or its synthetic derivative TNP-470 has been shown
to bind covalently to mammalian MetAP2 (Griffith et
al. 1998, Liu et al. 1998). These compounds are effi-
cient antimicrosporidial agents and it is conceivable that
microsporidial MetAP2 also represents fumagillin/TNP-
470 target. An explanation is offered by the lack of
MetAP1 gene in the E. cuniculi genome (Katinka et al.
2001). The effect of a drug inhibiting the unique
MetAP2 might be sufficient to strongly alter the viabil-
ity of microsporidia. Data from two different ap-
proaches support specific interactions between E. cu-
niculi MetAP2 (EcMetAP2) and fumagillin/TNP-470:
(1) in silico modelling of EcMetAP2 3-D structure indi-
cates the conservation of critical residues for these in-
teractions (Bontems et al. 2003), and (2) a purified re-
combinant EcMetAP2 is strongly inhibited by TNP-470
(Weiss et al. 2003). Note, however, that depletion of
MetAP2 by small interfering RNA failed to inhibit the
proliferation of endothelial cells and to modify their
sensitivity to fumagillin (Kim et al. 2004). It cannot be
excluded that other fumagillin targets exist in such cells,
and perhaps also in microsporidia.

Investigating microsporidia-specific proteins is a ma-
jor challenge. Two polar tube proteins (PTP1, PTP2),
extracted in the presence of a thiol-reducing compound,
are encoded by two neighbouring genes in Encephalito-
zoon species (Delbac et al. 1998, 2001, Keohane et al.
1998). A large-sized protein (PTP3; 1,256 aa) has been
subsequently demonstrated to be associated with the
polar tube of E. cuniculi (Peuvel et al. 2002). Chemical
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cross-linking experiments support the involvement of
the three proteins in the formation of a large multimeric
complex. In contrast with the two other PTPs, PTP3 has
no cysteine residues, indicating that this protein cannot
interact via disulfide linkages. The most abundant PTP
is PTP1 (~70% of the mass of the polar tube) and evi-
dence for O-mannosylation of this protein has been
recently provided (Xu et al. 2004). Sequence data about
spore wall proteins are restricted to one E. cuniculi
protein (SWP1, Bohne et al. 2000) and two related En-
cephalitozoon intestinalis proteins having divergent C-
terminal domains (SWP1 and SWP2, Hayman et al.
2001), all localised to the outer wall layer (exospore).
Two E. cuniculi proteins associated with the inner wall
layer (endospore) are currently investigated in our labo-
ratory (Delbac F., unpublished data).

It should be stressed that a significant conservation of
gene order exists between two distantly related micro-

sporidians such as E. cuniculi and Antonospora locustae
(Slamovits et al. 2004). The compilation of the groups
of neighbouring genes common to the two species
should provide a good basis to further investigate unde-
fined proteins that are encoded by homologous genes
within similar chromosomal contexts, shared by at least
two different genera of the microsporidian phylum.

FIRST MASS SPECTROMETRY-BASED
PROTEOMICS APPROACHES AND PERSPECTIVES

An important area of proteomics research implies the
use of mass spectrometry (MS) as a powerful tool to
identify small amounts of proteins from complex mix-
tures, frequently after separation by 2-D gel electropho-
resis procedures. Even in the case of species cultured in
vitro, there are very few reports of 2-D patterns of mi-
crosporidial proteins, mainly because of difficulties in
the development of reproducible protocols for the ex-
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traction of proteins from spores equipped with a resis-
tant wall and for the fractionation of intracellular stages
including wall-lacking meronts. However, an interesting
approach has been realized with E. intestinalis main-
tained in monkey kidney E6 cells, consisting in the
comparison of 2-D protein profiles of four kinds of
samples: purified E. intestinalis spores, E6 cells with
estimated infection levels of either ~50% or ~90%, and
control uninfected E6 cells (Moura and Visvesvara
2001). Of more than 200 protein spots resolved in mid-
sized gels, 95 were found to be immunogenic on the
basis of their reactivity with a rabbit anti-E. intestinalis
serum, some of these spots providing potential markers
for either merogonial or sporogonial stages. In another
study, whole spores and soluble fractions of three En-
cephalitozoon species and Brachiola algerae were di-
rectly analyzed by matrix-assisted laser desorption ioni-
sation time-of-flight (MALDI-TOF) MS, providing
species-specific spectral markers within the molecular
size range of 2—8 kDa (Moura et al. 2003).

Within the context of the exploitation of E. cuniculi
genome sequence and with the help of a laboratory
specialised in protein identification by automated MS
techniques, we have undertaken a first large-scale study
of the proteome representative of the latest E. cuniculi
sporogonial stages (immature and mature spores) (Tex-
ier et al. 2004). Approximately 350 Coomassie blue-
stained spots, in amounts accessible to MALDI-TOF
and MS/MS analyses, were resolved with molecular
masses between 10 and 250 kDa and within the pl range
of 3-10, after 2-D electrophoresis in large-sized gels.
Independently, whole protein extracts were subjected to
trypsin digestion, then liquid chromatography coupled
to MS/MS identification, revealing especially proteins
with multiple transmembrane domains. More than 170
different proteins have been assigned, at the present
time. Their distribution among large functional catego-
ries is consistent with some major requirements for the
protection against environmental stresses. Several com-
ponents of the translation machinery were also identi-
fied. Whether this reflects a late protein synthesis during
sporogony or a pool of essential factors that will be used
after sporoplasm discharge for initiating merogony, or
both, is an open question.
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Abstract

Microsporidia are fungal-like unicellular eukaryotes which develop as obligate intracellular parasites. They differentiate into
resistant spores that are protected by a thick cell wall composed of glycoproteins and chitin. Despite an extensive description of
the fibrillar structure of this wall, very little is known about its protein components and deposit mechanisms. In this study on
the human pathogen Encephalitozoon cuniculi, we identify by mass spectrometry the target of polyclonal antibodies previously raised
against a 33-kDa protein located at the outer face of the parasite plasma membrane. This 254-amino acid protein is encoded by the
ECU11_0510 open reading frame and presents two isoforms of 33 and 55 kDa. Sequence analysis supports an assignment to the
polysaccharide deacetylase family with a suspected chitin deacetylase activity (EcCDA). As demonstrated by TEM studies, EcCDA
is present at the plasma membrane of the early stages of E. cuniculi life-cycle. At the sporoblast stage, the enzyme accumulates espe-
cially in paramural bodies which are convolutions of the plasma membrane opened to the wall. The identification of an EcCDA
homologue in the insect parasite Antonospora locustae (ex Nosema locustae) suggests a widespread distribution of this enzyme
among Microsporidia. This characterization of a new microsporidian surface protein creates new perspectives to understand spore
wall formation and spore resistance.
© 2005 Federation of European Microbiological Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Microsporidia; Encephalitozoon cuniculi; Chitin deacetylase

1. Introduction lations [2-4]. Phylogenetic analyses based on some con-

served proteins suggest that Microsporidia are related to

The obligate intracellular Microsporidia are spore-
forming amitochondriate unicellular eukaryotes that
can parasitize a wide variety of animals ranging from
protists to mammals. Some species, including Encephali-
tozoon cuniculi, are opportunist human pathogens [1]
with a high seroprevalence in immunocompetent popu-

* Corresponding author. Tel.: +33 4 73 40 74 34; fax: +33 4 73 40 76
70.
E-mail address: catherine.texier@univ-bpclermont.fr (C. Texier).

fungi [5,6]. Complete sequencing of the E. cuniculi gen-
ome [7] has also provided data consistent with a fungal
origin of Microsporidia [8].

Microsporidian spores display an original invasion
mechanism, involving a coiled structure (the polar tube)
that can be quickly extruded to transfer the spore con-
tent or sporoplasm into a target cell. The parasite enters
a proliferation phase or merogony and the resulting
meronts then undergo a differentiation step (sporogony).
They transform into sporonts (beginning of cell wall

0378-1097/$22.00 © 2005 Federation of European Microbiological Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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formation), then into sporoblasts (beginning of polar
tube elaboration) and finally into mature spores pro-
tected by a thick wall. The microsporidian spore wall
plays a major role in the protection against environmen-
tal stresses, allowing long-term survival of the parasite
after its release from the host cell [9,10]. While the clas-
sical concept of the parasite penetration mode involves
the polar tube acting as a needle-syringe system, micro-
sporidian spores may also be internalized via attachment
to the host plasma membrane then endocytosis [11]. If
this occurs, the induced endocytosis process should de-
pend on interactions with the wall.

The microsporidian spore wall usually comprises a
proteinaceous outer electron-dense layer (exospore)
and a chitinous inner electron-transparent layer (endo-
spore) [12—-14], which is of fibrillar nature and connected
to the plasma membrane [13,15]. The stippled deposit of
an electron-dense material on the outer side of the para-
site plasma membrane is the main visible feature of the
transition from merogony to sporogony [16,17]. This de-
posit turns into a continuous layer in young sporoblasts,
and should be at the origin of the exospore. The electron-
transparent endospore is built in later stages and thus ap-
pears as a cytological marker of the mature spore.

Few studies have been dedicated to the characterisa-
tion of spore wall proteins. Immunostaining with poly-
clonal antibodies raised against partially purified E.
cuniculi proteins has revealed a 30-kDa antigen within
the exospore and a 33-kDa one close to the spore plasma
membrane [18]. Several monoclonal antibodies have
also been reported to be specific to spore wall antigens
[19-21]. To date, the knowledge of the primary structure
of such antigens is limited to two exospore components
with unknown function: SWP1 (50 kDa) in both E.
cuniculi [22] and Encephalitozoon intestinalis [23], and
SWP2 (150 kDa) in E. intestinalis only [23]. Here, we
provide evidence for an E. cuniculi surface protein
belonging to the polysaccharide deacetylase family that
should be active in chitin deacetylation during all sporo-
gonic stages.

2. Materials and methods

2.1. Microsporidian spore production and protein
extraction

The E. cuniculi spores were produced on Madin—
Darby Canine Kidney (MDCK) or Human Foreskin
Fibroblast (HFF) cells as previously described [18].

Parasites (10°—10'°) were disrupted in lysis buffer con-
taining 100 mM DTT, 4% CHAPS and 0.2% SDS, by
repeated cycle of freezing-thawing and sonication (Del-
tasonic 1320, 300 W, 28 kHz). Disrupted spores were
then incubated in the extraction solution (7 M urea,
2 M thiourea, 100 mM DTT, 4% CHAPS, 0.2% SDS)

for 6 h at room temperature. Soluble proteins were col-
lected and stored at —20 °C.

2.2. Recombinant ECUI11_0510 protein expression

The ECU11_0510 protein was expressed as a truncated
form in fusion with Glutathione-S-transferase (GST) at
the N-terminal and an 8xHis-tag at the C-terminal
extremity. PCR primers were designed (5'-CGGAATT-
CTTTGTGGACGGTCCTGTC-3' and 5'-CGCTCGA-
GTCCTATGCTCTCAACGCC-3' containing an EcoRI
and a Xhol restriction site, respectively) to amplify a 624-
bp genomic DNA fragment corresponding to the amino
acid region 32-239 of the 254-amino acid ECU11_0510
protein. PCR reactions were performed according to
standard conditions with an annealing temperature of
55 °C, and the purified product was cloned in frame with
GST into the prokaryotic expression vector pGEX-4T1
modified to provide a C-terminal 8xHis-tag after the X/ol
site. The resulting recombinant plasmid was introduced in
the Escherichia coli BL21+ strain. After induction with
IPTG, bacterial proteins were extracted with Laemmli
solution and analysed by SDS-PAGE.

2.3. Gel electrophoresis and Western blot analysis

Protein samples were analysed by SDS-PAGE on
12% polyacrylamide gels. For two-dimensional (2-D)
gel electrophoresis, protein isoelectrofocalisation was
performed along linear immobilized pH gradient strips
of 7 and 17 cm (BioRad) using a rehydration buffer
(7M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS) supplemented
with 2 mM tributyl phosphine (TBP) and 0.5% ampho-
lytes (BioRad) with the IPGPhor apparatus (Amer-
sham). Before standard SDS-PAGE on 12%
polyacrylamide gel, strips were equilibrated with
50 mM Tris—HCI pH 8.8, 6 M urea, 30% glycerol, 2%
SDS containing 100 mM DTT, and then 135 mM iodo-
acetamide. For mass spectrometry analysis, gels were
fixed in a 7.5% acetic acid/30% ethanol solution, stained
with Coomassie Blue (BioRad) and destained with 30%
ethanol. For immunoblotting studies, proteins were
transferred onto polyvinylidene difluoride (PVDF)
membrane (Millipore). After blocking for 1 h in PBS-
5% skim milk, membranes were incubated for 3 h with
appropriate dilutions of polyclonal mouse antibodies
in PBS 0.1% Triton X-100, treated with a 1:10000
dilution of alkaline phosphatase-conjugated goat anti-
mouse IgG (H + L) (Promega) for 1 h at room temper-
ature and revealed with NBT/BCIP (Promega).

2.4. Tryptic digestion for mass spectrometry analysis
Protein spots were manually excised from Coomassie

blue-stained 2-D gels and transferred in 96-well-
microtitration plates. Sample preparation was fully
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automated (Mass Prep Station Multiprobe II, Micro-
mass). Briefly, excised gels were washed with destaining
solutions (25 mM NH4HCO; for 15 min and 50% (v/v)
acetonitrile containing 25 mM NH4HCO; for 15 min).
After dehydration with 100% acetonitrile and drying,
proteins were reduced in 25 mM NH4HCO;, 10 mM
DTT for 1h at 37°C, and alkylated in 25 mM
NHHCO;3, 55 mM iodoacetamide for 30 min at 37 °C.
After washing with destaining solutions and pure water,
gels were shrunk again with 100% acetonitrile. Depending
on protein amount, 2-3 pL of 0.1 pg/uL modified trypsin
(Promega, sequencing grade) in 25 mM NH4HCO; were
added over the gel spots for 30 min. Seven pL of 25 mM
NH4HCO; were then added to cover the gel spots and
digestion allowed to continue for 5 h at 37 °C.

2.5. MALDI-TOF-MS analysis and database search

For MALDI-TOF-MS analysis, 0.5 uL of trypsin
peptide mixture was mixed with 0.5 pL of o-cyano-4-
hydroxycinnamic acid at half saturation in 60% acetoni-
trile/0.1% (v/v) trifluoroacetic acid (TFA). The resulting
solution was automatically spotted on the target plate
and rinsed by 2 uL of 0.1% TFA for 30 s, liquid being
then blown off by pressurized air. Peptide mixtures were
analysed with a MALDI-TOF mass spectrometer (Auto-
flex, Bruker Daltonik) in reflector mode over a mass
range of 0-4200 Da. For each sample, spectrum acquisi-
tion and annotation were done automatically. Spectra
from 200 shots at several positions were combined to gen-
erate a peptide mass fingerprint for database searches.
Spectra were calibrated using a mixture of angiotensin
IT (1046.54 Da), substance P (1347.74 Da), bombesin
(1619.82 Da) and ACTH (18-39) (2465.20 Da) as an
external standard. The E. cuniculi specific database was
explored with an intranet version of Mascot 1.7. All pep-
tide masses were assumed to be monoisotopic and
[M + H]" (protonated molecular ions). Peptide modifica-
tions allowed during the search were cysteine carbami-
domethylation, protein N-acetylation and methionine
oxidation. The maximum number of missed cleavages
was set to 1 and the mass tolerance to 150 ppm.

2.6. Polyclonal antibody production

Antiserum to E. coli expressed recombinant protein
was produced in BALB/c mice from crushed SDS-—
PAGE protein bands. Every two weeks, mice were in-
jected intraperitoneally with samples homogenized with
Freund’s adjuvant (Sigma). Serum was collected 2 weeks
after the last injection and stored at —20 °C.

2.7. Transmission electron microscopy immunolabelling

E. cuniculi-infected MDCK cells were pelleted, then
fixed with 4% paraformaldehyde and 0.1% glutaralde-

hyde in 0.1 M phosphate buffer pH 7.2. After washing,
the pellet was impregnated with a cryoprotective agent
(25% glycerol, 5% DMSO in phosphate buffer) and fro-
zen in pasty nitrogen before storage in liquid nitrogen.
The 85 nm ultrathin sections were performed with the
FCS system on the Leica UltraCut S ultramicrotome.
The sections were picked on collodion-coated nickel
grids and stored on 2.3 M sucrose before immunolabel-
ling. After blocking for 30 min with 2% BSA in PBS,
sections were incubated for 1 h30 with various dilutions
of polyclonal antibodies, and then for 1 h with a 1:100
dilution of protein A or goat anti-mouse antibody con-
jugated with 5 nm colloidal gold particles (Sigma). After
washing, the grids were stained and embedded with
0.5% aqueous uranyl acetate 1.6% methylcellulose for
10 min prior to examination with a JEOL 1200EX trans-
mission electron microscope.

2.8. Sequence analysis

Physico-chemical parameters of the protein sequence
were calculated with ProtParam (www.expasy.org). The
SignalP program version 2 (www.cbs.dtu.dk/services/
SignalP/), the TMPRED program (www.ch.embnet.org/
software/TMPRED_form.html) and the PSORT II algo-
rithm (www.psort.nibb.ac.jp/form2.html) were used to
predict signal peptide, transmembrane helices and pro-
tein localisation, respectively. Consensus secondary
structure prediction were performed on NPS@ Network
Protein Sequence Analysis (http//npsa-pbil.ibcp.fr) [24]
using the DSC, GOR4, PHD and SOPMA algorithms.
Search for protein homologies and protein domains were
done using the BLAST program (www.ncbi.nlm.nih.gov)
and the Pfam database (www.sanger.ac.uk/Software/
Pfam/search.shtml), respectively. Multiple sequence
alignments were performed with Dialign program
(bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/dialign/) and analyzed
for amino acid identity and similarity with Boxshade
(www.ch.embnet.org/sofware/BOX_form.html).

3. Results and discussion

Mouse polyclonal antibodies (PAb) were previously
raised against several SDS-PAGE separated E. cuniculi
spore proteins and analysed by Western blotting and
indirect immunofluorescence [18]. One of these, directed
against a 33-kDa protein band (anti-33 kDa PADb),
showed a labelling close to the outer face of the parasite
plasma membrane. This prompted us to identify the
protein target of this anti-33 kDa PAbD.

3.1. The anti-33 kDa PAb recognizes the ECUI1_0510
protein

To get a better separation of the targeted protein, we
performed 2-D electrophoresis of proteins extracted
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from E. cuniculi spores (Fig. 1(a)). After Western blot-
ting, the anti-33 kDa PAD highlighted two major regions
at 33 and 55 kDa (Fig. 1(b)). MALDI-TOF mass spec-
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trometry data obtained with the 33-kDa region (Fig.
1(c)) matched the ECU11_0510 protein (SWISS-PROT:
Q8SU6Y5) in the E. cuniculi proteome database deduced
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Fig. 1. Migration on 2-D gel and identification by mass spectrometry of the anti-33 kDa PADb target. E. cuniculi spore proteins were separated by 2-D
electrophoresis and either stained by Coomassie Blue (a) or subjected to Western blot immunodetection with a 1:4000 dilution of the anti-33 kDa
PAD (b). Trypsin digests of the 33-kDa spot (c) and the 55-kDa spot (d) was analyzed by MALDI-TOF-MS. Seven (nine) experimental peptides for
the 33-kDa spot (55-kDa one), labelled with stars in (c) (in (d)), matched the ECU11_0150 protein with a score of 60 (100) and sequence coverage of
29% (33.8%) (e). Only one miscleavage was observed. Differences between experimental and calculated molecular weights (MW) do not exceed

0.09 Da.
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from genome sequencing [7] (Fig. 1(e)). Identical data
were obtained with the 55-kDa spot (Fig. 1(d) and
(e)). We produced a recombinant form of the EcCDA
protein which was slightly truncated to exclude pre-
dicted transmembrane helices (see below). The purified
recombinant protein reacted with the anti-33 kDa PAb
(Fig. 2) and was also used to produce specific PAb in
BALB/c mice (anti-11_0510 PAb). These new antibodies
exhibited a similar reaction pattern as the anti-33 kDa
PAD either on the recombinant ECU11_0510 protein
or on E. cuniculi extract (Fig. 2).

3.2. The ECUI1_0510 protein is predicted to be a chitin
deacetylase (EcCDA)

As supported by genome data [7], the ECU11_0510
open reading frame is a 765-bp single-copy gene located
on chromosome 11 which codes for a 254-amino acid
protein (28.1 kDa, pl 4.56). As summarized in Fig.
3(a), the extreme N-terminal region displays the charac-
teristics of a signal peptide with a predicted cleavage site
between positions 15 (Gly) and 16 (Ser) corroborated by
the TMPred prediction of a transmembrane helix
(TMH) in the 1-18 region. An additional TMH should
be located at the 234-253 C-terminal extremity in an
outside-inside orientation, suggesting that the protein
attached to the membrane via this TMH has a large
extracellular domain. This is in accordance with the effi-
cient recovery of ECU11_0510 (not shown) when using
an improved membrane protein solubility mixture char-
acterized by the amidosulfobetaine ASB14 detergent
and high chaotrope molarity [25,26]. PSORT program

recombinant E. cuniculi
ECU11_0510 extract
CB staining + = - + 2 -
anti-33kDa PAb - + - - +

anti-11_0510 PAb - - + - - +

56 kDa _. . .55 kDa === =
- |

-
33 kDa we—m -0 N

Fig. 2. Immunoblotting with anti-33 kDa PAb and anti-11_0510 Pab
against both the recombinant ECU11_0510 protein and E. cuniculi
extract. The 56-kDa recombinant form of the ECU11_0510 protein
(fused in N-terminal with GST and in C-terminal with 8xHis tag) was
injected into BALB/c mice to produce polyclonal antibodies (anti-
11_0510 PAb). Both antibodies reacted in a similar way (CB:
Coomassie Blue).

also predicts an extracellular location including cell wall
(66.7%, k = 9/23).

The ECU11_0510 protein contains the PfamA con-
served domain 15022 representative of the polysaccha-
ride deacetylase family (Fig. 3(b)). This family includes
Rhizobium NodB (nodulation protein B), endoxylanases
and fungal chitooligosaccharide deacetylases. The pres-
ence of chitin in the microsporidian spore wall has been
unambiguously demonstrated [12,13]. Moreover, chitin
is the sole polysaccharide that metabolism reconstruction
predicts to be synthesized in E. cuniculi [7]. N-acetylglu-
cosamine 6-P is converted into N-acetylglucosamine
1-P, then into UDP-N-acetylglucosamine via the activi-
ties of phosphoacetylglucosamine mutase and UDP-
GIcNAc pyrophosphorylase. Chitin synthase carries
out the polymerisation of N-acetylglucosamine into chi-
tin chains. We thus assume that the ECU11_0510 protein
may be a chitin deacetylase enzyme (EcCDA) which
deacetylates chitin into chitosan. Enzymatic assays with
a purified recombinant protein that was expressed in E.
coli, were unsuccessful. The recombinant protein may
lack some post-translational modifications required for
biological activity as it is the case for the yeast CDA2p
which loses its activity after deglycosylation [27].

Interestingly, strong homologues of the chitosan path-
way enzymes, including CDA, were identified in the par-
tially sequenced genome of an insect Microsporidia,
Nosema locustae renamed Antonospora locustae [28]
(“Nosema locustae Genome Project, Marine Biological
Laboratory at Woods Hole, funded by NSF award num-
ber 0135272, http://jbcp.mbl.edu/Nosema/index.html).
The two microsporidian CDA sequences are of nearly
identical size and exhibit 40% identity (Fig. 3(b)).

The presence of CDA in Microsporidia provides an
additional support to the fungal origin of these intracel-
lular parasites. Chitin deacetylases have been character-
ized in several fungi [29], including zygomycetes (Mucor
rouxii [30,31]) and ascomycetes (Colletotrichum lindemu-
thianum [32], Saccharomyces cerevisiae [33,34]). These
enzymes are monomeric glycoproteins ranging from 12
to 150 kDa in size, with a carbohydrate content ranging
from 30% to 67% by weight in Colletrotrichum lindemu-
thianum [32]. A well-defined role in cell-wall chitosan
biosynthesis has been demonstrated for CDA secreted
in the periplasm. In M. rouxii, chitin synthase first poly-
merizes chitin chains, then the N-acetamido bonds are
hydrolysed by CDA [29]. In S. cerevisiae, two CDAs
are required for the biosynthesis of a chitosan-contain-
ing ascospore wall [35], resistant to stress conditions
such as glusulase or heat treatment [34,36]. In the micro-
sporidian spore wall, chitosan could provide interac-
tions with the other wall components and could thus
account for the extreme rigidity and resistance of the
parasite wall to chitinase treatments and to different
stresses such as freezing, heating and extreme pH
[9,10]. In some pathogen fungi, CDA is extracellular
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Fig. 3. Sequence analysis of the ECU11_0510 protein (a) and alignment with chitin deacetylase domains from other organisms (b). (a) The full-length
protein (254 amino acids) is represented with different predicted elements: signal peptide (SP), secondary structure consensus with beta strand in
black and alpha helix in grey. The ECU11_0510 polysaccharide deacetylase domain encompasses the position 21-150 and is included in the
pfamA01522 domain (score = 11.1, Eyu,. = 3.8e — 05). The predicted o/f class structure fits with the crystal three-dimensional model of Bacillus
subtilis polysaccharide deacetylase (PDB: 1INY1). (b) Sequence alignment of chitin deacetylase domains from the mammalian Microsporidia
Encephalitozoon cuniculi (ECU11_0510), the insect Microsporidia Antonospora (formerly Nosema) locustae (sequence from contig_159_1742:2506,
http://jbpc.mbl.edu/Nosema/index.html, pfam: score = 56.4, E, ... = 8.3¢ — 14), the fungi Colletotrichum lindemuthianum, Saccharomyces cerevisiae,
Mucor rouxii and the bacterium Bacillus subtilis. Identical and similar residues are highlighted in black and grey respectively. The microsporidian
domain is markedly reduced but presents a strong homology with the other proteins on its 60-70 first amino acids.
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Fig. 4. Immunogold electron microscopy of cryosections of different E. cuniculi developmental stages using the anti-11_0510 PAb and secondary
antibody conjugated with 5 nm colloidal gold (bars = 200 nm). The labelling (small arrows) is observed as early as the meront-to-sporont transition
in the cytoplasm (a). In dividing sporonts (b), gold particles are found at the periphery of the cell. Finally, the antibodies react with the innermost
part of the endospore of the mature spore (c). Black arrowheads highlight transversal sections of the spore wall, while the white ones show grazing
section planes. PM: plasma membrane. PDM: patches of dense material. LDM: lamellar dense material. SW: spore wall. Ex: exospore. En:
endospore. PT: polar tube.

Fig. 5. Immunogold electron microscopy of cryosections of E. cuniculi sporoblasts using the anti-11_0510 PAb and secondary reagent labelled with
5 nm colloidal gold (bars = 200 nm). In sporoblasts (a,b), the labelling (small arrows) is associated with the constructing wall (c) and concentrates in
peripheral structures (d,e). PM: plasma membrane. Ex: exospore. En: endospore.
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and is thought to be implicated in the bypass of host-de-
fence mechanisms during C. lindemuthianum plant inva-
sion [32] or Aspergillus fumagitus mammalian infestation
[37].

3.3. The EcCDA protein presents two isoforms

In the E. cuniculi extract, both PAb recognized the
two ECU11_0510 isoforms at 33 and 55 kDa (Fig. 2).
Several fungi also exhibit multiple CDA glycoproteins:
two, three, four and up to five isoforms were described
in Mucor rouxii [31], Metarhizium anisopliae [38], Rhizo-
pus nigricans [39] and Uromyces viciae-fabae [40], respec-
tively. The E. cuniculi genome sequence predicts only
few genes involved in protein glycosylation, all of them
being related to O-mannosylation [7]. Sixteen serine and
eleven threonine residues are potential O-glycosylation
sites in EcCDA. While O-mannoproteins were recently
detected in the spore wall of E. cumiculi and in the
SDS-PAGE 55-kDa region (Méténier, G., Mazet, M.
and Taupin, V., personal communication), concanava-
lin-A labelling did not co-localize with the
ECU11_0510 protein on 2-D gels (not shown).

3.4. EcCDA is located at the plasma membrane—
endospore interface of the parasite

Immunocytochemical experiments at the ultrastruc-
tural level with the anti-11_0510 PAb, revealed a slight
gold labelling of the cytoplasm of stages representative
of the meront-to-sporont transition (Fig. 4(a)). Such
cells are indeed still tightly attached to the parasitophor-
ous vacuole membrane by one side, and their engage-
ment in early sporogony is marked by patches of
dense material abutting on the plasma membrane. As
sporogony progresses, the labelling tends to accumulate
at the periphery of the parasitic cells. In longitudinal sec-
tions of dividing sporonts (Fig. 4(b)), gold particles are
scattered just beneath the lamellar dense material depos-
it on the plasma membrane. In mature spores (Fig. 4(c)),
gold particles are mainly seen at the plasma membrane—
endospore interface. In sporoblasts, the EcCDA is also
present in the inner part of the cell wall tightly associ-
ated with the plasma membrane (Fig. 5(a)-(c)). This
location is consistent with biochemical and sequence
data, and suggests a role in cell-wall formation. Late
sporogony is characterized by the thickening of the chi-
tin-containing endospore [12], but the mechanism of chi-
tin deposition is unknown. Since the EcCDA enzyme is
regularly distributed at the plasma membrane through-
out sporogony, chitin may be produced all around the
cell.

Late sporoblasts frequently harbour a membrane-
rich structure (300 x200-250 nm) which reacts with
EcCDA-specific PAb (Fig. 5(a), (b), (d) and (¢)), and
which opens to the wall. Gold particles are clearly asso-

ciated with membranes of this structure that is filled
with an electron-dense material similar to that of the
endospore. Fig. 5(¢) suggests that this material is flowing
between the plasma membrane and the future exospore.
In different Microsporidia such as Pleistophora sp.,
Stempellia sp. and Ameson pulvis, a similar membranous
whorl termed ‘“‘scindosome” or “paramural body” has
been observed at the furrowing sites during division
stage of the parasite [13,41].

Since the sporoblast decreases in size as its differenti-
ation proceeds, the E. cuniculi paramural body could be
interpreted as an endocytic recuperation of membrane/
endospore material. Alternatively, chitin might be syn-
thesized and deacetylated within the paramural body be-
fore being incorporated to the wall by an exocytosis-like
process. As a result, this structure would be the equiva-
lent of the fungal chitosome, an organelle which is spe-
cialized for chitin biosynthesis [42,43]. The chitosome
hypothesis should be tested through further studies on
the expression and location of microsporidian chitin
synthase (ECU01_1390).
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Abstract

Microsporidia are obligate intracellular parasites forming environmentally resistant spores that harbour a rigid cell wall. This wall comprises an
outer layer or exospore and a chitin-rich inner layer or endospore. So far, only a chitin deacetylase-like protein has been shown to localize to the
Encephalitozoon cuniculi endospore and either one or two proteins have been clearly assigned to the exospore in two Encephalitozoon species:
SWPI in E. cuniculi, SWP1 and SWP2 in Encephalitozoon intestinalis. Here, we report the identification of two new spore wall proteins in E.
cuniculi, EnP1 and EnP2, the genes of which are both located on chromosome I (ECU01_0820 and ECUO1_1270, respectively) and have no
known homologue. Detected by immunoscreening of an E. cuniculi cDNA library, enpl is characterized by small-sized 5’ and 3’ untranslated
regions and is highly expressed throughout the whole intracellular cycle. The encoded basic 40 kDa antigen displays a high proportion of cysteine
residues, arguing for a significant role of disulfide bridges in spore wall assembly. EnP2 is a 22 kDa serine-rich protein that is predicted to be O-
glycosylated and glycosylated phosphatidyl inositol-anchored. Although having been identified by mass spectrometry of a dithiothreitol-soluble
fraction, this protein contains only two cysteine residues. Mouse polyclonal antibodies were raised against EnP1 and EnP2 recombinant proteins
produced in Escherichia coli Our immunolocalisation data indicate that EnP1 and EnP2 are targeted to the cell surface as early as the onset of

sporogony and are finally associated with the chitin-rich layer of the wall in mature spores.
© 2005 Australian Society for Parasitology Inc Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Microsporidia; Encephalitozoon cuniculi; Spore wall; Endospore; Cysteine; Immunolocalization

1. Introduction

Microsporidia are obligate intracellular parasites found in a
wide variety of animal hosts (Weiss, 2001). Species from
several genera, including Encephalitozoon, have been recog-
nized as opportunistic human pathogens, some of these causing
severe diarrhoea in AIDS patients (Bryan and Schwartz, 1999).
However, serological studies indicated that microsporidiosis
may also occur in immunocompetent hosts (van Gool et al.,
1997; 2004). Microsporidia have 70S ribosomes and lack
typical eukaryotic organelles such as mitochondria and
peroxysomes. This likely results from a highly regressive

* Corresponding author. Tel.: 433 4 73 40 78 68; fax: +33 4 73 40 76 70.
E-mail address: frederic.delbac @univ-bpclermont.fr (F. Delbac).
! Present address: Biologie Cellulaire et Moléculaire de la Sécrétion CNRS
UPR 1929, Institut de Biologie Physico-Chimique, 13 rue Pierre et Marie
Curie, 75005 Paris, France.

evolution, given that phylogenetic analyses support the
conception that microsporidia are closely related to fungi
(Keeling, 2003; Thomarat et al., 2004).

The extracellular infective stage of microsporidia is the
spore which is surrounded by a rigid cell wall and contains a
remarkable invasion apparatus. A structure coiled within the
spore, called the polar tube, can be suddenly extruded then used
to transfer the sporoplasm into the cytoplasm of a host cell. The
first part of the intracellular development corresponds to a
proliferative phase (merogony), during which meronts divide
by binary or multiple fission. The second part called sporogony
begins when meronts transform into sporonts that are
characterized by the deposition of an electron-dense material
on the plasma membrane. Sporonts divide into sporoblasts in
which the formation of the thick wall is associated with the
differentiation of the invasion apparatus. In Encephalitozoon
species, all the development takes place inside a parasitophor-
ous vacuole. After completion of the maturation of sporoblasts

0020-7519/$30.00 © 2005 Australian Society for Parasitology Inc Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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into spores, the rupture of host cells may lead to the release of
spores in the environment.

The spore wall consists of two major layers: (i) an electron-
dense outer layer of 25-30 nm, the exospore, which is
principally proteinaceous, and (ii) an electron-lucent inner
layer of 30-35 nm, the endospore, which contains chitin and
proteins (Bigliardi et al., 1996). This wall makes the spore
resistant to various environmental stresses and its aqueous
permeability may play a role in the control of the polar tube
discharge activation (Frixione et al., 1997).

The microsporidian spore wall has been shown to be
extremely resistant to dissociation in the absence of thiol-
reducing agents such as dithiothreitol (DTT) or 2-mercap-
toethanol (Keohane et al., 1996; Hayman et al., 2001). Few
data about the protein components of this structure are
available, although a variety of antibodies directed against
microsporidia were frequently found to be specific to spore
wall antigens (Beckers et al., 1996; Enriquez et al., 1997;
Delbac et al., 1998a; Lujan et al., 1998; Prigneau et al., 2000).
The sequences of either one or two exospore proteins have
been identified in two Encephalitozoon species: spore wall
protein (SWP)1 and SWP2 in Encephalitozoon intestinalis
(Hayman et al., 2001) and only SWP1 in Encephalitozoon
cuniculi (Bohne et al., 2000). These are cysteine-rich
polypeptides with similar N-terminal domains and with
repeating amino acid units at their C-terminus. The localization
of a potential chitin deacetylase at the endospore-plasma
membrane interface has been recently demonstrated in
E. cuniculi (Brosson et al., 2005). Taking advantage of the
availability of the full sequence of the E. cuniculi nuclear
genome (2.9 Mbp; Katinka et al., 2001), we report here the
characterization of two different Encephalitozoon Endospore
Proteins (EnPs) after either immunoscreening of a cDNA
library for EnP1 or mass spectrometry analysis of a DTT-
soluble protein extract for EnP2.

2. Materials and methods
2.1. Microsporidian spore production and purification

Encephalitozoon cuniculi was grown in vitro on MDCK
(Madin-Darby canine kidney) or HFF (human foreskin
fibroblast) cells, in minimum essential medium (MEM)
supplemented with 5% FCS and 2 mM glutamine at 37 °C in
a 5% CO, atmosphere. Spore-containing supernatants were
collected every 72h. Spores were harvested (18,000Xg,
2 min), washed and stored in PBS at 4 °C.

2.2. Antibody production

Polyclonal antibodies to Escherichia coli expressed
recombinant proteins were produced in BALB/c mice from
SDS-PAGE separated protein bands. Protein bands were
excised from Coomassie blue-stained gel and crushed in PBS
with a Potter apparatus. Mice were then injected intraper-
itoneally with samples homogenized with FCA for the first
injection and Freund incomplete adjuvant for the next

injections (at days +14, +21 and +28). Sera were collected
1 week after the last injection and stored at —20 °C.

The monoclonal antibody Ec102 was raised against a
55 kDa band separated by SDS-PAGE (Delbac et al., 1998a)
and was shown to be directed against both E. cuniculi polar
tube protein (PTP)1 (Delbac et al.,1998b) and PTP2 (Delbac
et al., 2001).

2.3. SDS-PAGE and Western blotting

Total E. cuniculi proteins were extracted in a lysis buffer
containing 2.5% SDS and 100 mM DTT. Spores were
disrupted by 10 steps of freezing and thawing in liquid
nitrogen, followed by sonications (10X 30 s on ice) and boiled
for 15 min. After centrifugation for 5 min at 18,000 X g, the
residual insoluble pellet was incubated for a further 72 h in
200 mM DTT, 2.5% SDS and boiled for 15 min. Protein
samples were then analyzed by SDS-PAGE. After electro-
phoresis, proteins were stained with Coomassie blue or
transferred onto polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane
(Millipore). For immunological detection, membranes were
saturated in PBS, 5% milk and incubated for 3 h with an
appropriate dilution of mouse antibodies (1:100-1:1,000).
After washing, membranes were reacted with horseradish
peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG, A and M (Sigma)
and developed with the ECL Western blot detection kit
(Amersham).

2.4. Indirect immunofluorescence assay

Encephalitozoon cuniculi infected-HFF cells grown on
glass slides were fixed with 4% paraformaldehyde, 0.05%
glutaraldehyde for 20 min at room temperature then washed in
PBS, 0.1 M glycine. Cells were permeabilized with PBS, 0.5%
Triton X-100 and blocked with 5% skim milk in PBS. Slides
were incubated for 1 h with mouse sera diluted in PBS, 0.1%
Triton X-100, washed and incubated further 1 h with a 1:1000
dilution of Alexa 488 conjugated goat anti-mouse IgG
(Molecular Probes) or a 1:400 dilution of TRITC-conjugated
goat anti-mouse IgG (Sigma). Preparations were examinated
with a DMR Leica epifluorescence microscope.

2.5. Transmission electron microscopy immunolabeling

Intracellular parasites grown on MDCK cells were fixed
with 4% paraformaldehyde, 0.05% glutaraldehyde in 0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.2. Cells were then scraped off,
dehydrated and embedded in Unicryl resin. Ultra-thin sections
were blocked with PBS, 0.1% BSA, incubated for 3 h with
mouse sera diluted in PBS, 0.25% BSA, washed and incubated
further 1 h with a 1:100 dilution of goat anti-mouse IgG gold-
conjugated (Sigma). After staining with 4% uranyl acetate,
preparations were examinated with a JEOL 1200X trans-
mission electron microscope.
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2.6. EnPI and EnP2 expression in Escherichia coli

Encephalitozoon cuniculi DNA was released by boiling
purified spores at 100 °C for 10 min. Enpl and enp2 coding
sequences were amplified by PCR to introduce in 5" and 3’ of
the amplification products one BamH I and one EcoR 1
restriction site, respectively. PCR amplifications were per-
formed using direct primers PlexpD (5'-gtccggatceccata-
tagtgccgtggtag-3') and P2expD (5'-cgggatccageagtggectctaca-
tacc-3') and reverse primers PlexpR (5'-gtcggaattcggcattgatg-
tacatgcag-3’) and P2expR (5'-cggaattccatcacaattgagaacagagc-
3') according to standard conditions (Eurobio). PCR products
were analyzed by electrophoresis on 1% agarose gel, purified
using a Qiaquick gel extraction kit (Qiagen), digested with
the appropriate restriction endonucleases BamH 1 and EcoR
I, then cloned into the prokaryotic expression vector pGEX-
4T1 (Pharmacia). This vector, which contains a glutathione-
S-transferase (GST) gene, was previously modified to include
an 8-His tag at the C-terminus of the expressed protein
useful to purify the recombinant protein by affinity
chromatography on Ni-NTA columns (Qiagen). PCR
products were thus cloned in frame with both the GST and
the (His)g tag. The resulting recombinant plasmids (pGEX-
4T1-His-EnP1 or pGEX-4T1-His-EnP2) were introduced into
the E. coli BL21" strain. Expression of the recombinant
proteins was induced with 2mM IPTG (isopropyl-B-p-
thiogalactopyranoside) and bacteria were cultured for 4 h at
37 °C. Total E. coli proteins were then solubilized in 2.5%
SDS, 100 mM DTT. Recombinant proteins were also purified
on Ni-NTA column according to the recommendations of the
manufacturer (Qiagen). Protein samples were then analyzed
on SDS-PAGE gels.

2.7. ¢cDNA library screening and sequencing

An E. cuniculi cDNA library constructed in the ZAP
Express vector (Stratagene) was kindly provided by Dr W.
Bohne (Dept. of Bacteriology, Univ. of Gottingen). The
immunoscreening of the library was done with a monoclonal
antibody (Ec102) directed against the E. cuniculi polar tube.
Clones of interest were subjected to ‘in vivo excision’
according to the manufacturer’s protocol (Stratagene) and
sequenced by the Sanger method using the ABI Prism Dye
Terminator Cycle sequencing according to the recommen-
dations of the manufacturer (Perkin—Elmer). DNA sequences
from the cDNA 3’end were then compared with the whole
E. cuniculi genome sequence database (Katinka et al., 2001) to
identify the complete open reading frame (ORF).

2.8. Tryptic digestion and MALDI-TOF-MS analysis

The four protein bands from the 200 mM DTT-soluble
fraction were manually excised from Coomassie blue-stained
gels and washed several times with destaining solutions
(25 mM NH4HCO; for 15 min and then 50% (v/v) acetonitrile
containing 25 mM NH4HCO; for 15 min). After dehydratation
with 100% acetonitrile and drying, the gels were incubated

with a reducing solution (25 mM NH,HCO3, 10 mM DTT) for
1 h at 37 °C, and subsequently with an alkylating solution
25 mM NH4HCO;, 55 mM iodoacetamide) for 30 min at
37 °C. Gels were then washed several times with the destaining
solutions and a final wash with pure water for 15 min, before
being shrunk again with 100% acetonitrile. Depending on
protein amount, 2-3 pL of 0.1 pg/pL modified trypsin
(Promega, sequencing grade) in 25 mM NH4HCO; was
added to the gel. After 30 min of incubation, 7 pL of 25 mM
NH4HCO;5; was added to cover the gel for a further incubation
of 5h at 37°C. For MALDI-TOF-MS analysis, a 0.5 uL
aliquot of peptide mixture was mixed with 0.5 pL. matrix
solution (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid at half saturation in
60% acetonitrile/0.1% trifluoroacetic acid). The resulting
solution was automatically spotted on the target plate and
then rinsed with 2 pL of 0.1% TFA for 30 s, after which liquid
was blown off by pressurized air. Peptides mixtures were then
analysed with a MALDI-TOF mass spectrometer (Autoflex,
Bruker Daltonik) in reflector mode over a mass range of 0-
4200 Da. For each sample, spectrum acquisition and annota-
tion were done automatically. Spectra from 200 shots at several
positions were combined to generate a peptide mass fingerprint
(PMF) for database searches. Spectra were calibrated using a
mixture of angiotensin II (1046.54 Da), Substance P
(1347.74 Da), bombesin (1619.82 Da) and ACTH (18-39)
(2465.20 Da) as an external standard. Consecutive searches
against the specific database of E. cuniculi were performed for
each sample, with an intranet version of Mascot 1.7. All
peptide masses were assumed to be monoisotopic and [M+
H1 (protonated molecular ions). Peptide modifications
allowed during the search were: carbamidomethylation of
cysteines, N-acetylation of proteins and oxidation of methio-
nines. The maximum number of missed cleavages was set to
one and the mass tolerance was limited to & 150 ppm. In most
cases, proteins showing a score higher than 70 and an average
coverage of 20% were automatically validated. Proteins with
scores lower than 70 and with a coverage lower than 20% were
checked manually.

2.9. 5 rapid amplification of cDNA ends (RACE)

Total RNAs were isolated from E. cuniculi infected MDCK
cells, using the RNeasy Midi Kit (Qiagen). Enpl mRNAs were
reverse transcribed with the antisense primer enplR (5'-
gatgcacacttcggagcattggge-3') using the SMART RACE cDNA
Amplification Kit (Clontech) as described (Peuvel et al., 2002).
PCR products were then cloned into the pPGEM-T Easy Vector
System (Promega) and sequenced.

2.10. Sequence analyses

Gene and protein statistical analysis, molecular mass and
isoelectric point were calculated using FREQSQ, SAPS and
MWCALC, available on the French molecular biology server
INFOBIOGEN (http://www.infobiogen.fr). Signal peptide was
predicted using PSORT (http://psort.nibb.ac.jp). Search for
homologous proteins in databases was done using BLAST


http://www.infobiogen.fr
http://psort.nibb.ac.jp
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Search for potential
glycosylated phosphatidyl inositol (GPI)-anchorage was done
using the DGPI algorithm (http://129.194.185.165/dgpi/
index_en.html). N- and O-glycosylation potential sites were
determined using NetOglyc and NetNglyc servers (http://us.

€xpasy.org).

3. Results

3.1. Identification of a cysteine-rich protein by immunoscre-
ening of an E. cuniculi cDNA library

We previously showed that a monoclonal antibody (Ec102)
raised against the polar tube reacts with three different proteins
in Western blots, with apparent sizes of 55, 35 and 28 kDa
(Delbac et al., 1998a). The 55 and 35 kDa bands correspond to
the known PTP1 (Delbac et al., 1998b) and PTP2 (Delbac et al.,
2001). In an attempt to characterize the protein associated with
the lowest molecular weight band, immunoscreening of an
E. cuniculi cDNA library was performed with Ec102. Three
kinds of clones were identified, two of these corresponding to
ptpl and ptp2 genes. The other recombinant phages containing
inserts of about 1 kbp were sequenced and compared to the E.
cuniculi genome sequence database. The resulting cDNA
sequence maps to a single ORF located on chromosome I
(ECUO01_0820, CAD24952). Considering the first in-frame
methionine as the initiation codon, this ORF of 1071 bp
encodes a protein of 357 amino acids (40,550 Da) with a high
cysteine content (Fig. 1). This protein is basic (pI 9.14), the
most abundant charged residue being lysine (9.52%), and has a
von Heijne-predicted 16 amino acid signal sequence at the
amino terminus. The cysteine residues (6.44%) are dispersed
along the sequence but are absent in the last 40 amino acids of
the C-terminal region. One potential N-glycosylation site
(NGSN) is found in position 47-50 but no O-glycosylation site
is predicted. Devoid of large repeated motifs, the protein
comprises some stretches of three to five identical amino acids
(Fig. 1). Comparisons of ECUO1_0820 with protein databases
failed to reveal significant homology. Sequencing of the cDNA
3’ end from four different clones showed that the 3’
untranslated region (UTR) is AT-rich (70%) and only 20
nucleotides (nt) long. A potential polyadenylation site

(AAATAAA) is found 4 nt downstream of the stop codon.
The 5’ ¢cDNA end from recombinant phages started a few nt
downstream of the putative initiation codon, suggesting that the
clones were truncated. The transcription start site of
ECUO01_0820 was thereby mapped by 5’ rapid amplification
of cDNA ends (5’ RACE). Sequencing of three different clones
revealed that transcription should be initiated at the -1 position
relative to the translational start codon.

3.2. The cysteine-rich protein is destined to the endospore
(EnP1)

For heterologous expression of a recombinant ECU01_0820
polypeptide in E. coli, a 800 bp region corresponding to amino
acids 32-300 was PCR amplified and cloned into the pGEX-
4T1 vector, in frame with the GST and a 8-histidine epitope at
the N- and C-terminal parts, respectively. SDS-PAGE analysis
from IPTG-induced bacteria indicated high expression of a
55 kDa fusion protein (not shown). Surprisingly, the antibody
Ec102 used for the cDNA library immunoscreening did not
detect the recombinant protein. This prompted us to produce
specific antibodies against this recombinant protein by
injection into mice. The antisera reacted with a 40 kDa band
in E. cuniculi sporal lysates (Fig. 2, lane 2), not with the 28 kDa
band that was recognized by the Ec102 antibody. No polar tube
labeling was observed by immunofluorescence assay (IFA). In
contrast, a significant fluorescent signal was associated with the
cell surface of some developmental stages within the
parasitophorous vacuole (Fig. 3(A)—(D)). The labeled parasites
are elongated cells that may correspond to meronts and
sporonts. Immunoelectron microscopy (IEM) was performed
to test whether the expression of ECUO1_0820 was restricted to
early stages, or not. Indeed, the absence of reactivity of late
sporogonic stages in IFA may be an artefact due to an
insufficient permeabilization of the thick wall. Parasitic stages
at the onset of sporogony clearly showed a gold labeling of the
cell periphery (Fig. 4(A)—(D)). During spore differentiation, the
labeling was specifically concentrated within the electron-
lucent inner layer of the wall, designated as the endospore
(Fig. 4(E)-(H)). Thus, the protein named EnPl is in fact
present in all sporogonic stages including mature spores.

MKLLGFLI VGLSAI SALKTKALHL TEEQEL RPYSAVVDANEMAFAL NGSN 50

I HEAI KYLQAMNI KKAYVL YWNDHDL RGTPMVL YDNGALAPFDPYTNTAK 100

YVLEVEABPEPGSKAASVGGFQAATSSEKI YVEGSARPAQESEVEBI EPVE 150

RRPHYKKI VWNPSPSNE! PBEPEGYDSSSSSEGNKKREKTFPRI BKEKEG 200

SRRRABPRKVEVLKSQKTYTFDI EKYRRRGEVWRVESKDSKEKFERFI L 250

SRNGE! RGNNNKNE! LEPL PKBL REPGQLHKLKKHI ERKVBQEVEBMYI NA 300
KEDI FVLVGDEDF YRVWWNDRRRYRNL HLKKVRGHKLREL| KHGLFGVEF 350

GPLDLDR

357

Fig. 1. Amino acid sequence of EnP1 (GenBank accession no. CAD24952). The predicted signal peptide is underlined and the cysteine residues are shaded. The
potential N-glycosylation site is double underlined. Stretches of identical residues are in bold type. Amino acids are numbered on the right.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://129.194.185.165/dgpi/index_en.html
http://129.194.185.165/dgpi/index_en.html
http://us.expasy.org
http://us.expasy.org
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Fig. 2. Mouse antibodies raised against the recombinant EnP1 and EnP2 detect
some Encephalitozoon cuniculi proteins of 40 and 22 kDa in size, respectively.
SDS-PAGE (12%) and Western blot of total E. cuniculi sporal proteins (Buffer
lysis 2.5% SDS/100 mM dithiothreitol). Lane 1: Coomassie blue stained
profile. Lane 2: Immunoblotting reactivity of the anti-recombinant EnP1
antiserum (1:200 dilution) with a 40 kDa E. cuniculi protein band. Lane 3:
Immunoblotting reactivity of the anti-recombinant EnP2 antiserum (1:500
dilution) with a 22 kDa E. cuniculi protein band. The blots were developed
using ECL (Amersham). Molecular mass standards (M) are in kilodaltons.

3.3. Identification of a potentially GPI-anchored 22-kDa
protein by mass spectrometry analysis of a 200 mM DTT
fraction

As known microsporidian PTPs and SWPs are cysteine-rich
and solubilized in the presence of high concentrations of thiol-
reducing agents, disulfide bridges may be thought to exist and
to play an essential role in the assembly and stabilization of
both the polar tube and the spore wall. After boiling E. cuniculi

<

SR

spores in 2.5% SDS, 100 mM DTT, the insoluble fraction was
treated for a further 72 h in a lysis buffer containing 200 mM
DTT. The two protein samples (100 and 200 mM DTT-treated
protein extracts) were then analyzed by SDS-PAGE (Fig. 5).
Coomassie blue staining revealed four major protein bands in
the 200 mM DTT fraction (55, 35, 30 and 22 kDa) (Fig. 5, lane
2). Two bands (55 and 35 kDa) were stained with Ec102
antibody and should represent PTP1 and PTP2 (data not
shown). To better identify the constituents of the four bands,
mass spectrometry analyses were performed and experimental
peptide masses were compared to the values predicted from the
E. cuniculi proteome database. As expected, the 55 kDa band
contained tryptic peptides originating from both PTP1 and
SWPI. Only PTP2 derived-peptides were found in the 35 kDa
band. The 30 and 22 kDa bands were assigned to two proteins
encoded by genes that are, respectively, located on the
chromosome XI (ECU11_0510, CAD25961) and chromosome
I (ECU01_1270, CAD25000). ECU11_0510 was annoted as a
chitooligosaccharide deacetylase whereas ECU01_1270 had
no known homologue. Both proteins are predicted to be GPI-
anchored. These data encouraged us to study the localization of
the ECUO1_1270 protein, a potential microsporidia-specific
protein.

3.4. EnP2, a serine-rich protein, is also localized in the inner
layer of the spore wall

Two in-frame ATG codons are located 33 and 120 nt
downstream of the first ATG in the ECUO1_1270 sequence.
However, only the first ATG is followed by a hydrophobic von
Heijne peptide, as expected for a secreted protein. Flanking
regions are AT-rich with 65% of AT nucleotides in the 100-bp
sequence upstream the ATG codon and 58% of AT nt in the 3’
flanking region. A potential polyadenylation site AATAAA is
found to overlap the stop codon. The ECUO1_1270 ORF is
663-bp long and encodes a 221-amino acid protein, with
calculated molecular mass of 22.5 kDa and pl of 8.74 (Fig. 6).
A major acidic part of the protein (pl of 4.76 for the 165 first
amino acids) contrasts with the C-terminal region character-
ized by a very basic KS-rich domain (pI 10.52). The N-terminal

Fig. 3. Indirect-immunofluorescence assay with mouse anti-EnP1 and anti-EnP2 antibodies showing cell surface labelling of some intracellular parasitic stages.
Encephalitozoon cuniculi infected human foreskin fibroblast cells are visualized in phase contrast (A, E), after DAPI staining (B, F) and after anti-EnP1 (C) and anti-
EnP2 (G) labeling. The overlays of A and C (D), and E and G (H) confirm that only a few intracellular parasites are stained with both antibodies. Anti-EnP1 and -
EnP2 antisera were used at a 1:100 dilution. Secondary antibody was TRITC-conjugated goat anti-mouse IgG (C) or Alexa 488-conjugated goat anti-mouse IgG (G).
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Fig. 4. Immunoelectron microscopy of different E. cuniculi developmental stages with anti-EnP1 antibodies reveals labelling in the endospore. (A-D): sporoblasts
with gold particles at the periphery of the cells. (E-H): spores labeled in the chitin-rich inner layer of the spore wall, i.e. the endospore. Anti-EnP1 antisera were used
at a 1:20 dilution. Secondary antibody was goat anti-mouse IgG conjugated with 10 nm colloidal gold particles (Sigma). B, D and H correspond to higher
magnifications of A, C and G, respectively. Ex, exospore; En, endospore; PT, polar tube; N, nucleus. Bars, 200 nm.

signal peptide would be cleaved between two serines in
position 17 and 18. An extracellular (including cell wall) or
plasma membrane localization was predicted with the PSORT
program (http://psort.nibb.ac.jp). The use of the DGPI
algorithm indicated a GPI-anchorage signal with a potential
cleavage site at 193. No N-glycosylation sites were identified
whereas the NetOGlyc algorithm (http://www.cbs.dtu.dk/
services/NetyOGlyc/) predicts 24 O-glycosylation sites,
mainly within the central region. That the protein could be
O-glycosylated is supported by the fact that serine is the most
abundant residue (15.84%). Two tetrapeptides are repeated

twice: SSGL (18-21 and 54-57) and PAST (120-123 and 152
155) (Fig. 6).

The ECUO1_1270 sequence without its potential signal
peptide was cloned into the pGEX-4T1 expression vector.
After IPTG induction, the bacterial lysate was found to contain
a 50 kDa recombinant protein (not shown). Mouse polyclonal
antibodies raised against the fusion protein recognized a
22 kDa protein band in E. cuniculi extract (Fig. 2, lane 3), in
agreement with the size predicted from the sequence. In IFA,
these antibodies stained a parasite antigen having a peripheral
location similar to EnPl in some elongated intracellular


http://psort.nibb.ac.jp
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetyOGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetyOGlyc/
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Fig. 5. SDS-PAGE (10%) analysis of the 200 mM dithiothreitol (DTT)-soluble
E. cuniculi protein fraction. Lane 1 corresponds to total sporal proteins
solubilized with 2.5% SDS, 100 mM DTT. After treatment with 2.5% SDS,
100 mM DTT and centrifugation, the insoluble pellet was incubated for further
72 h in 200 mM DTT, revealing four major protein bands (lane 2). The five
proteins identified by mass spectrometry are indicated.

developmental stages (Fig. 3(E)—(H)). Double immunostaining
with anti-EnP1 and anti-ECUO1_1270 supported the colocali-
zation of the two proteins (data not shown). A surface-specific
labeling of differentiating stages was demonstrated by IEM
(Fig. 7(A)—(C)). Here again, the reactivity of the inner wall
layer with the anti-ECUQ1_1270 was evident in mature spores
(Fig. 7(D) and (E)). Gold particles were especially abundant
over the inner most region overlapping the plasma membrane
(Fig. 7(E)). We conclude that the antigen exists in all
sporogonic stages and represents an additional protein targeted
to the endospore, justifying its further designation as EnP2.

4. Discussion

Microsporidia are fungal-like organisms whose infective
stage is a spore surrounded by a thick cell wall that comprises
an outer electron-dense exospore composed primarily of
proteins and an inner electron-lucent endospore which contains

chitin and protein components (reviewed by Bigliardi and
Sacchi, 2001). The protection against environmental stresses is
illustrated by the capacity of survival of the microsporidian
spore to a pH of 9 or 4 for 24 h, heating at 56 °C for 60 min, or
storage at 4 °C for 2 years without losing infectivity (Koudela
et al., 1999). Moreover, the rigidity of the wall would maintain
a high intrasporal hydrostatic pressure and aqueous per-
meability might play a role in the control of the polar tube
extrusion (Frixione et al., 1997). It cannot be ruled out that an
interaction between some component(s) of the cell wall and
some receptor(s) of the host is also a prerequisite for polar tube
extrusion. Two different strategies based on cDNA library
immunoscreening and mass spectrometry analysis of a DTT-
soluble fraction were used in the present identification and
characterization of two E. cuniculi proteins located to the
chitin-rich endospore. Although located on the same chromo-
some (ECUO01_0820, and ECUO1_1270), the corresponding
genes are not tandemly arranged unlike those encoding two
polar tube proteins (ptp1 and ptp2) on chromosome VI (Delbac
etal., 2001). The enpl and enp2 genes may be considered to be
microsporidia-specific since no homology with sequences were
detected in databases including cell wall proteins of yeasts and
filamentous fungi.

Very little is currently known about the translation and
transcription start sites of microsporidian genes. Our 5' RACE
PCR analysis indicates that the 5" UTR of the enpl mRNA is
reduced to a single nucleotide. Short 5' UTRs have been
previously observed in E. cuniculi swpl (8 nt) and ptpl (3 nt)
mRNA (Bohne et al., 2000; Peuvel et al., 2002), contrasting
with an average length close to 90 nt in mammals and 52 nt in
yeast (Kozak, 1987; Cigan and Donahue, 1987). However,
short 5’ UTRs also exist in amitochondrial protozoa of the
genera Entamoeba, Trichomonas and Giardia. In spite of an
extreme reduction in Giardia, a capped mRNA with a single nt
leader has been demonstrated to be sufficient for recruiting
ribosome and initiating translation (Li and Wang, 2004).
Looking at the regions around start codons of the E. cuniculi
genome, Fuglsang (2005) recently identified a highly cytosine-
enriched region 5-10 nt upstream of start codons that could
serve as a signal for initiation of translation in E. cuniculi. An
alternative mechanism involving an element downstream of
the start codon (‘downstream box’) cannot be excluded
(Duffieux et al., 1998). The E. cuniculi mRNAs studied so
far are polyadenylated and display rather reduced 3’ UTRs with

MVRRSL YFLAVMGVWRSSSGL Y PSWLQELG ASSQEELM AETNNGNF 50

G VSSGLENPVYI TESPQGHREVSWOPVRGEDRAVPI YAPSAEEVRESI S 100

SVRGSEPGQYI APQPTGFVPASTPVFGTI ESASTAGAAVPVEGVFVASTE 150

NPASTGSSSTSTEPPKGTAGT TDNKGKAGGAAADDKSKSSSSSSSKKKKK 200

GAKSLVALGAVATTALFSI VM

221

Fig. 6. Amino acid sequence of EnP2 (GenBank accession no. CAD25000). The predicted 17 amino acid signal peptide is underlined and the two cysteine residues
are shaded. The two repetitive motifs of four amino acids (SSGL and PAST) are in bold and the KS-rich domain is boxed. The potential glycosylated phosphatidyl
inositol-anchor signal is double underlined and the predicted cleavage site is indicated by an arrow. Amino acids are numbered on the right.
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Fig. 7. Immunoelectron microscopy of different E. cuniculi developmental stages with anti-EnP2 antibodies reveals labelling in the endospore. Similar to EnP1,
EnP2 is detected at the cell surface of some sporogonic stages (A—C) and in the endospore of mature spores (D-F). C and E correspond to higher magnifications of B
and D, respectively. Anti-EnP2 antisera were used at a 1:20 dilution. Secondary antibody was goat anti-mouse IgG conjugated with 10 nm colloidal gold particles
(Sigma). Ex, exospore; En, endospore; PT, polar tube; PV, posterior vacuole. Bars, 200 nm.

sizes ranging from 25 to 175 nt (Broussolle et al., 1999; Bohne
et al., 2000; Delbac et al., 2001). This is the case for enpl
mRNA with an AT-rich 3’ UTR of only 20 nt. The highly
reduced length of 5’ and 3’ UTRs fits with the remarkable small
nuclear genome in microsporidia, particularly in E. cuniculi in
which the mean distance between two adjacent coding DNA
sequences is only 129 bp (Katinka et al., 2001). An overlapping
of 3’ UTRs has been suggested for two opposite transcription
units separated by only 21 nt (Peuvel et al., 2002).

Curiously, the endospore protein EnP1 was identified by
cDNA library immunoscreening using the monoclonal anti-
body Ecl02 known to be directed against polar tube
components including PTP1, PTP2 and an undefined 28 kDa
protein. As EnP1 does not correspond to the 28 kDa protein,
the enpl-containing clones are probably ‘false positives’.
Numerous clones selected by cDNA immunoscreening with
Ec102 and other antibodies were found to correspond to enpl
(not shown). This indicates an enrichment of the E. cuniculi
cDNA library with enpl that is probably a highly expressed
gene. Reverse transcriptase (RT)-PCR analyses from RNA
extracted at different times p.i. confirmed that enpl is

expressed at a high level during the intracellular cycle (not
shown). In contrast to swpl where mRNA appears to be
upregulated during spore differentiation (Bohne et al., 2000),
initiation of enpl mRNA expression begins during merogony
(not shown).

Immunofluorescence imaging demonstrated that EnP1 and
EnP2 colocalized to the cell surface of parasite stages at the
onset of sporogony. However, immunoelectron microscopy
revealed that both proteins were present in all sporogonic
stages. After accumulation at the cell surface of sporonts then
sporoblasts, EnP1 and EnP2 become clearly associated with the
inner spore wall layer. Thus, IFA data in microsporidia should
be cautiously interpreted because of limitations due not only to
the very small size of these organisms but also to the thickening
of a cell wall that hinders the penetration of antibodies.

Both EnPl and EnP2 contain a N-terminal hydrophobic
leader sequence consistent with a translocation of these
proteins into the endoplasmic reticulum (ER). During trafficing
through the ER-Golgi compartments, EnP2 glycosylation
might occur, this protein being predicted to be O-glycosylated
and GPI-anchored. So far, only one study has provided
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evidence for O-mannosylation of PTP1, the major polar tube
protein in Encephalitozoon hellem (Xu et al., 2004). In
contrast, EnP1 would not be linked to carbohydrates because
no O-glycosylation site is found and N-glycosylation machin-
ery is probably lacking (Katinka et al., 2001). Yeasts including
Saccharomyces cerevisiae and the opportunistic pathogen
Candida albicans have also a rigid cell wall outside their
plasma membrane that consists of B-glucans, chitin and various
kinds of mannoproteins (Kapteyn et al., 2000; Klis et al., 2002).
Major parts of mannoproteins are synthesized as GPI-anchored
proteins and are then transferred to cell wall B-1,6 glucans.
Whether EnP2 is GPI-anchored and then translocated to the
cell wall endospore remains to be investigated.

We showed that EnP1 and EnP2 are also solubilized in the
presence of DTT, arguing for a significant role for disulfide
bridges in spore wall assembly. This is in agreement with the
presence of a high number of cysteine residues (23) in EnP1. At
the difference, although EnP2 is found in the 200 mM DTT-
soluble protein extract, this protein only contains two cysteines.
Among the four additional proteins found in the 200 mM DTT-
soluble fraction, three correspond to previously reported
cysteine-rich proteins from either the polar tube (PTP1 and
PTP2, Delbac et al., 1998b; 2001) or the exospore (SWPI,
Bohne et al., 2000), and one to a possible chitin deacetylase that
is predicted to be GPI-anchored and localized to the outer face of
the parasite plasma membrane (Brosson et al., 2005). The fact
that EnP2 is particularly insoluble could be due to its possible
GPI-anchorage or because of some strong interactions with
other DTT-soluble proteins from the spore wall.

Looking at the sequences of Antonospora (Nosema)
locustae, a microsporidia parasite of insects for which a
genome sequencing project is in progress (‘Nosema locustae
Genome Project, Marine Biological Laboratory at Woods
Hole, funded by NSF award number 0135272’ http://jbpc.mbl.
edu/Nosema/Nannotation.html), was helpful in the identifi-
cation of an EnPl-like protein (contig 271, positions 1139-
2281). This protein is longer (381 amino acids in A. locustae
versus 357 aa in E. cuniculi) and only exhibits 21.6% identity
with that of E. cuniculi. Most notable is the high number of
cysteine residues (29). The position and the spacing of 13 of
these are conserved, suggesting that these proteins have similar
secondary structures and functions. We also identified by PCR
an EnP1 homologue in the microsporidium Paranosema grylli
a species closely related to A. locustae arguing for the presence
of EnP homologues in most microsporidian species (not
shown). In contrast, a BlastP search for a homologue of
EnP2 in A. locustae failed. The absence of hits could be due to
incompleteness of genome sequencing but we cannot exclude
the presence of divergent homologues or a real absence. No
precise function has yet been attributed to EnP1 and EnP2,
further work is now needed to identify the precise role of both
proteins in spore wall biosynthesis and organization.
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