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A. Plasmodium

1. Bréve présentation de Plasmodium et du paludisme

Plasmodium est le parasite responsable du paludisme. C’est une maladie a transmission
vectorielle: le parasite est inoculé par la piqlire d’'un moustique infecté. Cet eucaryote
unicellulaire fait partie du phylum des Apicomplexa. Egalement appelés sporozoaires, certains de
ces parasites intracellulaires sont responsables de graves épidémies. Avec Toxoplasma, I'agent
responsable de la toxoplasmose, ce sont les deux pathogenes apicomplexes majeurs. Sept autres
genres viennent compléter le régne : Babesia, Cryptosporidium, Eimeria, Gregarina, Monospora,
Neospora et Theileria. Eux aussi sont responsables de pathologies. Par exemple, Cryptosporidium
parvum provoque la cryptosporidiose, une maladie intestinale grave. Elle se manifeste chez les
bovins et les oiseaux et se transmet a 'Homme.

Il existe au total pres de 150 espéces de Plasmodium pouvant infecter oiseaux, reptiles,
mammiferes primates et non primates. Parmi elles, cinq especes causent le paludisme chez
I'Homme : P. falciparum, P. malariae (les deux seuls a étre exclusifs a I'humain), P. ovale, P. vivax,
ainsi que P. knowlesi. Ces trois derniers peuvent également infester certains singes. Selon les
dernieres estimations de 'OMS, 214 millions de cas de paludisme et 438000 déces ont été
enregistrés en 2015. Le paludisme représente I'une des trois maladies infectieuses causant le
plus de déces dans le monde avec le VIH et la tuberculose. Prés de la moitié de la population
mondiale est exposée au paludisme, dans 95 pays principalement situés en Afrique, en Asie du
Sud et du Sud-Est, ainsi qu’en Amérique centrale et du Sud (Figure 1). L’Afrique Subsaharienne
est la zone la plus largement touchée. Elle compte 88% des personnes impaludées et 90% des

déces y surviennent (OMS, 2015).

® o0

°[_]<t0000
[ ]10000-49 999

[ ] 50000-199 999
[ ] 200 000-499 999
[ 500 000-1 000 000

- >1 000 000 \:| Data not available 0 1,250 2,500 5,000 Kilometers
l:l Non endemic country l:l Not applicable I N

Figure 1 : Carte de répartition des cas de paludisme dans le monde (OMS, 2010).



Le cycle des Plasmodia comporte de multiples étapes. Initialement, le foie est infecté
mais cette phase est asymptomatique. Les symptomes sont dus a 'invasion des hématies par le
parasite. Le plus caractéristique d’entre eux est I'acces palustre, c’est-a-dire des crises répétées
de tremblements, de frissons et sensations de froid associées a une fievre élevée. Les crises sont
espacées de quelques jours qui correspondent a la période nécessaire au parasite pour achever
un cycle érythrocytaire. Cette période varie selon la vitesse de développement propre a chaque
espece de Plasmodium. De graves complications peuvent entrainer la mort, en particulier si
I'infection est due a P. falciparum. On parle alors d’acces pernicieux palustre. Les patients sont
victimes de troubles de la conscience, de détresse respiratoire, de convulsions, d’insuffisance
rénale aigiie et d'une grave anémie.

Le paludisme peut étre soigné si le diagnostic est réalisé suffisamment tot, ce qui permet
de donner un traitement adapté rapidement. Les médicaments disponibles sont nombreux mais
deux problémes importants sont rencontrés : leur prix est élevé et les parasites développent des
résistances contre ces médicaments. Pour pallier a 'apparition récurrente de résistances, des
thérapies combinatoires sont utilisées, comme I'’ACT (« Artemisinin-based combination
therapy »). L’ACT repose sur l'utilisation combinée de deux molécules. L'une est dérivée de
I'artémisinine, qui est extraite de la plante Artemisia annua, I'armoise annuelle. Ses dérivés les
plus retrouvés sont l'artéméther et I'artésunate. La deuxieme molécule est synthétique, par
exemples la luméfantrine et 'amodiaquine. Son role est d’amplifier les effets du dérivé de
I'artémisinine et de retarder I'apparition de résistances. L’activation in vivo et le mode d’action
de l'artémisinine sont controversés (Klonis et al, 2013). Deux hypothéses principales sont
proposées. L’artémisinine serait clivée par une voie dépendante de I'héme et la production de
radicaux carbonés entraine des dommages cellulaires. Alternativement, 'artémisinine serait
activée par des ions ferreux ; elle provoquerait alors la peroxydation des lipides et la libération
de dérivés actifs de I'oxygene. Dans les deux cas, la mort du parasite est provoquée par la
production de molécules trés réactives et instables. Pour la découverte des effets de cette
molécule, le prix Nobel de Médecine et Physiologie 2015 a été remis au Dr Tu Youyou. Comme
pour d’autres molécules, des résistances a I'artémisinine ont fait leur apparition récemment. Il
est donc crucial d’identifier de nouvelles molécules antipaludiques et de nouvelles cibles
(Antony et Parija, 2016).

Il n’existe pas encore de vaccin commercialisé, mais les recherches dans ce domaine sont
tres actives. Actuellement, plus de 20 vaccins candidats contre le paludisme a P. falciparum sont
en phase d’évaluation clinique ou préclinique avancée (OMS, 2016). L'un d’eux, le vaccin
RTS,S/AS01 a achevé I'évaluation de phase 3. Testé sur plus de 15000 enfants de sept pays
d’Afrique Subsaharienne, il protége 51% des enfants au cours de la premiére année suivant la

vaccination. Cependant, cette protection n’atteint plus que 26% aprés 3 ans. Comme illustré par



cet exemple, les tentatives d’établissement d’un vaccin rencontrent de nombreuses limitations :
la protection établie est limitée dans le temps, et/ou ne couvre qu’un faible pourcentage des
individus vaccinés.

Le cycle de vie du parasite, trés complexe, est a l'origine des difficultés rencontrées. A
chaque stade de développement, le parasite exprime des protéines, donc des antigénes
différents, qui permettent entre autres au parasite d’échapper au systéeme immunitaire. Les
tentatives de vaccins basés sur l'injection de sporozoites (formes infectieuses du parasite
transmises par la piqlire d'un anophéle infecté) atténués sont soit inefficaces, soit dangereuses.
Cela est dii a la difficile maitrise de l'atténuation par irradiation: trop forte, elle tue les
sporozoites qui ne génerent aucune réaction immunitaire ; trop faible, les sporozoites sont
encore infectieux. La solution serait de générer des sporozoites mutés génétiquement pour

pallier a ces problemes. Une étude encourageante a été publiée dans ce sens (Shen et al,, 2016).

2. Les différents génomes de Plasmodium

Les parasites du genre Plasmodium possedent une organisation interne spécifique : on y
trouve notamment une mitochondrie unique, un apicoplaste et des organelles impliquées dans
I'invasion des cellules-hotes appelées micronémes et rhoptries (Figure 2). L’apicoplaste est
caractérisé par différentes voies de signalisation : la voie FASII de synthése des acides gras
(Shears et al, 2015), la voie de synthése des précurseurs d’isoprénoides, ainsi qu'une partie de
la voie de synthése de 'heme (Lim et McFadden, 2010). La présence de ces voies métaboliques

rend I'apicoplaste essentiel chez Plasmodium.

Mitochondrie

Apicoplaste
Noyau Anneau
polaire
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Figure 2 : Représentation schématique d’'un mérozoite de Plasmodium, la forme invasive
des érythrocytes. Il dispose d'un noyau, d'une mitochondrie unique et d’'un apicoplaste. Les
anneaux polaires forment la pointe apicale. Les micronémes et les rhoptries ont pour réle de
libérer les protéines nécessaires a l'invasion des cellules hotes.



La biologie du parasite est orchestrée par trois génomes: les génomes nucléaire,

mitochondrial et apicoplastique.

a. Le génome nucléaire

Le génome nucléaire de Plasmodium, haploide sauf au stade de zygote, fait 22,8 Mb
répartis en 14 chromosomes (Gardner et al., 2002) et environ 5400 genes de protéines ont été
prédits. En comparaison, la levure S. cerevisiae posséde un génome de 13 Mb pour 6600 génes de
protéines (Christie et al., 2004). Ceci indique que la taille moyenne des génes de protéines de
Plasmodium est significativement supérieure a celle des genes de l'organisme modéle S.
cerevisiae. En effet, les protéines plasmodiales sont en moyenne plus longue que leurs
homologues chez d’autres organismes a cause de la présence de nombreuses insertions. Ces
insertions contiennent tres peu d’acides aminés différents et sont donc appelées régions a
complexité faible, ou LCR (« Low Complexity Regions», Pizzi et Frontali, 2001). Ces LCR
représentent environ 35% du protéome (Singh et al., 2004). Pour les especes P. falciparum, P.
yoelii, P. berghei et P. chabaudi, la composition des LCR reflete un biais pour les acides aminés
codés par les bases A et T qui représentent environ 80% du génome : la lysine, le glutamate,
I'aspartate et 'asparagine. Chez P. vivax et P. knowlesi, le pourcentage en GC est plus élevé et
c’est 'alanine qui prédomine dans les LCR. D’'une moyenne de 37 résidus (Zilversmit et al., 2010),
les insertions peuvent étre difficilement rattachées a une fonction spécifique puisqu’elles sont
retrouvées dans plus de 90% des protéines du parasite. Toutefois, il a été proposé que ces LCR
pourraient avoir un réle d’échappement au systeme immunitaire (Hughes, 2004) ou constituer
des domaines d’interaction entre protéines (Karlin et al., 2002). L’accumulation de ces insertions
donne probablement un avantage au parasite. Cependant, leur présence est un obstacle pour
identifier les similarités de séquences entre les protéines de Plasmodium et les protéines
connues des autres organismes. En effet, seulement 40% des protéines plasmodiales ont une

fonction prédite (Gardner et al., 2002).

b. Le génome apicoplastique

L’apicoplaste est un organelle relique non photosynthétique présent chez tous les
Apicomplexa. Chez Plasmodium, il a été acquis par endosymbiose secondaire durant laquelle
I'ancétre du parasite tel que nous le connaissons a absorbé et conservé une algue eucaryote
(Foth et McFadden, 2003 ; Lim et McFadden, 2010 ; van Dooren et Striepen, 2013). Il est entouré
de quatre membranes (Roos, 1999). Comme les autres plastides, 1'apicoplaste posséde son
propre génome. Il est constitué de 35 kb d’ADN circulaire (Figure 3). Il contient des génes
codant pour une trentaine de protéines mais aussi pour les ARNr de la petite et de la grande

sous-unité du ribosome, ainsi que pour un set complet de génes d’ARNt. En conséquence, de



nombreuses protéines codées par le génome nucléaire (466 protéines prédites) sont importées
dans I'apicoplaste (Foth et al., 2003). Ceci se fait grace a la présence d'un signal bipartite présent

en amino-terminal de ces protéines.
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Figure 3 : Le génome apicoplastique de Plasmodium. Les génes a I'extérieur du cercle sont
transcrits dans le sens horaire, les genes a l'intérieur dans le sens anti-horaire. Globalement, la
méme structure est retrouvée chez toutes les espéces, sauf la région dupliquée en gris clair qui
est absente uniquement chez P. chabaudi (La figure est tirée de Arisue et al.,, 2012).

Longtemps, les preuves d'une synthése protéique apicoplastique n’étaient qu’indirectes :
des particules ressemblant a des ribosomes avaient été observées dans l'apicoplaste (Roy et al.,
1999) et l'efficacité d’inhibiteurs de la traduction soupgonnés d’étre actifs dans l'apicoplaste a
été reportée par diverses études (Fichera et Roos, 1997 ; McConkey et al., 1997 ; McFadden et
Roos, 1999 ; Foth et McFadden, 2003). En 2005, la premiére preuve directe de I'existence d’'une
synthese protéique apicoplastique a été apportée par l'identification du facteur d’élongation EF-

Tu, produit du gene tufA (Chaubey et al., 2005).

c. Le génome mitochondrial

Le génome mitochondrial de Plasmodium est exceptionnellement court. Ne faisant que 6
kb, il est le plus simple décrit a ce jour (Feagin, 2000, Figure 4). Il ne code que pour trois
protéines de la chalne de transport d’électrons: les sous-unités 1 et 3 de la cytochrome c

oxydase, ainsi que le cytochrome b. La chaine de transport d’électrons compte quatre complexes



protéiques appelés complexes I, II, III et IV. Le cytochrome b est la sous-unité principale du
complexe III alors que la cytochrome c oxydase fait partie du complexe 1V. Les trois protéines
codées par le génome mitochondrial sont essentielles au fonctionnement de la mitochondrie,
donc pour la survie du parasite. En conséquence, elles doivent étre traduites ; cependant, il n'y a

pas de preuve de traduction dans la mitochondrie de Plasmodium a ce jour.
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Figure 4: Le génome mitochondrial des parasites Plasmodium. Les fleches épaisses
représentent les trois genes codant pour trois protéines : les sous-unités 1 et 3 de la cytochrome
¢ oxydase (génes coxl et cox3), ainsi que le cytochrome b (géne cob). Les zones vertes
correspondent a des fragments d’ARNr de la grande sous-unité du ribosome, les zones roses a
des fragments d’ARNr de la petite sous-unité du ribosome. La figure est tirée de Hikosaka et al.,
2013.

La mitochondrie est le compartiment ou la synthese protéique est la plus énigmatique.
Les molécules indispensables a l'expression de son génome (ARNt, protéines ribosomales,
aminoacyl-tRNA synthétases, facteurs d’initiation et d’élongation de la traduction) doivent
toutes étre importées du cytoplasme (Jackson et al., 2011). Comme pour les protéines adressées
al'apicoplaste, les protéines sont localisées a la mitochondrie par la présence d'un peptide signal
situé a I'extrémité N-terminale des protéines. Le nombre total de protéines prédites adressées a
la mitochondrie atteint 246, dont 148 avec un niveau de confiance intermédiaire ou haut
(Gardner et al., 2002). Parmi elles, on sait que les facteurs d’initiation de la traduction IF2A et
IF3A ainsi que le facteur d’élongation EF-G sont importés dans la mitochondrie de P. falciparum
alors qu’lF1 ne semble pas requis (Johnson et al, 2011 ; Haider et al., 2015). A priori, certaines
aminoacyl-tRNA synthétases (aaRS) seraient ciblées a la fois vers l'apicoplaste et vers la
mitochondrie (Gardner et al., 2002). Un seul article présente I'import d’'une aaRS, la PheRS, ainsi
que de 'ARNtPhe dans la mitochondrie de Plasmodium (Sharma et Sharma, 2015). Enfin, une
quarantaine de protéines ribosomiques seraient importées dans la mitochondrie (Gupta et al.,
2014). 11 a été proposé que les sous-unités du ribosome sont synthétisées dans I'apicoplaste puis

importées dans la mitochondrie (Gupta et al., 2014), mais ceci reste extrémement spéculatif.

3. Description du cycle de Plasmodium
Le parasite suit un cycle de vie trés complexe partagé entre son vecteur, I'anophéle

femelle, et un hote vertébré (Figure 5). Au fur et a mesure de sa progression chez ses hotes, il



adopte différentes formes, appelées stades, chacune caractérisée par sa morphologie, son

tropisme et son métabolisme.

a. Infection de I'héte vertébré

Un individu est infecté par la piqlire d’'un moustique femelle infecté. Le vecteur principal
est Anopheles gambiae, mais d’autres espéces sont également vecteurs. Lors de la piqire, le
moustique préléve du sang contenant les nutriments nécessaires a la maturation de ses ceufs. De
maniére concomitante, le moustique injecte de la salive dont les propriétés anticoagulante et
anesthésique facilitent la prise du repas sanguin. Les sporozoites de Plasmodium présents dans
les glandes salivaires sont alors inoculés dans le derme. Ils deviennent motiles et quittent le site
d’'inoculation en direction du foie par voie sanguine. Il s’ensuit la formation de schizontes
hépatiques qui, a maturité, éclatent et liberent des mérozoites dans le flux sanguin.

Les mérozoites adherent aux érythrocytes et les envahissent (Koch et Baum, 2016). Le

cycle sanguin peut alors commencer. Comme durant le cycle hépatique, le parasite se reproduit
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Figure 5 : Cycle de vie du parasite P. falciparum. Le développement de Plasmodium se partage
entre son vecteur I'anophele femelle (cycle de reproduction sexuée), a droite, et 'Homme
(reproduction asexuée), a gauche. Chez I'Homme, le cycle de vie comporte deux grandes étapes :
le cycle hépatique et le cycle érythrocytaire. Le nom de chaque stade de Plasmodium est indiqué.



de facon asexuée dans les hématies. La forme la plus jeune est le trophozoite, qui mature en
schizonte érythrocytaire ou 8 a 16 mérozoites se développent. L'érythrocyte éclate et libére les
mérozoites, préts a entamer un nouveau cycle. Une petite proportion de trophozoites ne se
différencie pas en schizonte mais en forme sexuée du parasite: les gamétocytes males et
femelles (Josling et llinas, 2015 ; Guttery et al, 2015). Il est connu que le stress est un facteur
déclenchant la gamétocytogenese, mais les mécanismes sous-jacents ne sont pas entiérement

compris.

b. Infection de I'héte invertébré

Lors d'un repas sanguin sur un hote infecté, un anophele femelle ingere les multiples
formes sanguines de Plasmodium. Stimulés par la baisse de température, I'augmentation du pH
et la présence d'acide xanthurénique (Billker et al., 1997 ; Billker et al, 1998), les gamétocytes
males exflagellent dans l'intestin du moustique pour favoriser la fusion avec les gamétocytes
femelles. Les autres formes sanguines du parasites sont quant a elles digérées. Les zygotes
formés deviennent des oocinétes mobiles qui quittent la lumiere de l'intestin pour se réfugier
derriére la lame basale. On parle alors d'ookystes, ou une intense multiplication a lieu pour
former des milliers de sporozoites. Les ookystes rompent et libérent les sporozoites dans
I'hémolymphe. Certains d'entre eux parviennent a traverser les cellules acineuses et a atteindre
les canaux des glandes salivaires. En latence, les sporozoites sont préts a poursuivre leur cycle,

au moment ou le moustique qu'ils parasitent les inoculera dans la peau d’'un nouvel héte.

c. Régulation de la traduction du parasite au cours du cycle de vie

Le besoin de coordonner l'expression de protéines a chaque étape du cycle de
développement de Plasmodium est essentiel et révéle un programme moléculaire hautement
régulé. Chez Plasmodium, la régulation de 'expression génique intervient principalement au
niveau post-transcriptionnel (Cui et al., 2015 ; Zhang et al., 2013a; Vembar et al,, 2016). D’une
part, cette hypothése est confirmée par I'absence de facteurs de transcription spécifiques
(Gardner et al.,, 2002 ; Coulson et al., 2004 ; Reddy et al,, 2015). D’autre part, il n’y a pas de
corrélation entre le transcriptome et le protéome du parasite (pour 30% des genes) (Bunnik et
al, 2013); en effet, on observe en moyenne un délai de 11 a 18 heures entre la transcription
d’'un ARNm et sa traduction en protéine (Le Roch et al.,, 2004).

La régulation de la traduction joue un role majeur dans l'orchestration des événements
développementaux du parasite, aux stades gamétocyte (sang) et sporozoite (moustique) (Cui et
al., 2015). La phosphorylation de elF2 (facteur d’initiation de la traduction) est un mécanisme de
répression de la synthése protéique globale (Figure 6). Chez Plasmodium, trois Kkinases

spécifiques de la sous-unité o de elF2 ont été identifiées : IK1, IK2 et PK4 (Ward et al., 2004). IK1
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et PK4 sont surtout exprimées durant la phase sanguine. PK4 est une protéine essentielle (Zhang
et al,, 2010 ; Solyakov et al., 2011) elle phosphoryle elF2a (en position S59) et inhibe ainsi la
synthese protéique aux stades schizontes et gamétocytes (Zhang et al., 2012). Il a été proposé
que PK4 serait activée suite a un stress nutritionnel provoqué par la consommation de la plupart
de I'hémoglobine (Zhang et al, 2012). D'une part, I'inhibition de la traduction chez les
gamétocytes en fait des formes latentes, qui chez P. falciparum peuvent subsister dans le sang de
patients plus d’'un mois apres I'élimination des formes sanguines asexuées (Bousema et al,
2010). Cette dormance confere au parasite un bénéfice évident en vue de poursuivre son cycle
dans le moustique. D’autre part, la diminution d’intensité de traduction chez les schizontes
s’accompagne de la réplication de I’ADN nécessaire a la formation de nouveaux mérozoites. La
kinase IK2 est principalement exprimée dans les sporozoites pour bloquer la traduction des
parasites stockés dans les glandes salivaires du moustique (Zhang et al., 2010). Une traduction
active reprend lorsque le parasite est injecté a 'hote vertébré par la déphosphorylation de elF2a,
assurée par la phosphatase UIS2 (Zhang et al., 2016a).

Les mécanismes de régulation peuvent également étre plus ciblés. Ainsi, la protéine DOZI,

une ARN hélicase, controle la stabilité de certains ARNm dans le gamétocyte femelle en formant
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Figure 6 : Contrdle de la traduction de Plasmodium au cours du cycle de vie. Le facteur
d’initiation de la traduction elF2a est phosphorylé par PK4 au stade sanguin (P-elF2a) ce qui
inhibe la traduction dans les schizontes sanguins et les gamétocytes. Au stade sporozoite, dans le
moustique, c’est la kinase IK2 qui maintient le statut phosphorylé d’elF2a et donc la répression
de la traduction. Lorsque le sporozoite est transmis a ’hote vertébré, P-elF2a est déphosphorylé
par UIS2, ce qui permet a la traduction de reprendre dans le parasite.
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des complexes ribonucléoprotéiques ou ces ARNm sont protégés de la dégradation (Mair et al.,
2006). La protéine Puf2 joue un réle important chez les gamétocytes et les sporozoites. Chez P.
berghei, sa délétion stimule la différenciation des stades sanguins sexués (Miao et al,, 2010) et
provoque une métamorphose prématurée des sporozoites des glandes salivaires en formes
arrondies évoquant les stades hépatiques (Miiller et al., 2011). Les cibles moléculaires de Puf2
sont des motifs structuraux des régions 5’ et 3’ UTR de deux ARNm Pfs25 et Pfs28, sa fixation

bloquant leur traduction (Miao et al., 2013).

4. Echanges moléculaires entre hote et parasite

Au cours de son développement, de nombreuses interactions moléculaires s’établissent
entre le parasite et ses hotes en particulier pour le prélevement des nutriments nécessaires au
métabolisme du parasite. L’essentiel des connaissances acquises concernent le parasite au stade
sanguin (Kirk et Saliba, 2007 ; Landfear, 2011). L’identification des voies de transport de
nutriments dans Plasmodium constitue des pistes exploitables en vue de créer des thérapies, en
bloquant ces voies ou en les utilisant pour faire pénétrer des molécules médicamenteuses. Ici, je
présenterai quelques exemples d’échanges entre le parasite et son hote en présentant les
différentes membranes qui constituent cette surface d’échange.

La vacuole parasitophore englobe le parasite lorsqu’il envahit une cellule. C'est le
contenu des rhoptries qui est impliqué dans sa biogenese (Tufet-Bayona et al.,, 2009), par la
sécrétion de nombreux lipides et protéines venant s’ancrer dans la membrane probablement
dérivée de la membrane plasmique de la cellule hote (Spielmann et al, 2012). La vacuole
parasitophore est présente autour des formes intracellulaires en créant une niche favorable au
développement du parasite (Tufet-Bayona et al., 2009). C’est donc elle qui se situe a 'interface
entre hote et parasite pendant la croissance parasitaire au cours des stades sanguin et hépatique.
Elle est criblée de canaux de transport de haute capacité et faible spécificité qui rendent cette

membrane perméable a de nombreux petits solutés.

a. Le glucose

La consommation de glucose par un trophozoite est cent fois plus élevée que celle d'un
érythrocyte non infecté (Roth, 1987). En effet, la glycolyse est la source d’énergie majeure des
stades sanguins de Plasmodium (Landfear, 2011). Le plasma constitue une source riche en
glucose, qui est acheminé au travers de multiples membranes (Figure 7). Il doit d’abord
traverser la membrane plasmique de I'hématie en utilisant le transporteur GLUT1 (Desai et al.,
1993) qui est un transporteur d’hexoses de haute capacité constitutivement exprimé par les
hématies (Hruz et Mueckler, 2001). Le glucose traverse ensuite la membrane de la vacuole

parasitophore grace a un second transporteur de faible spécificité (Desai et al., 1993) et passe au
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travers de la membrane plasmique du parasite via le transporteur d’hexoses PfHT (Woodrow et
al., 1999). Malgré la succession d’étapes nécessaires au passage du glucose du plasma jusqu’a
I'intérieur du parasite, le processus ne prend qu'une trentaine de secondes (Goodyer et al.,
1997). Le transporteur GLUT1 est également retrouvé dans les membranes des compartiments
intracellulaires des hépatocytes. L'infection de la cellule par Plasmodium va modifier sa
localisation : lors de la schizogonie hépatique, les transporteurs GLUT1 transloquent a la
membrane plasmique des hépatocytes pour subvenir a la tres importante demande en glucose
du parasite (Meireles et al., 2016).
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Figure 7: Prélevement du glucose par le parasite Plasmodium intraérythrocytaire. Le
glucose est prélevé dans le plasma. Il traverse la membrane de I'érythrocyte hote, puis la
membrane de la vacuole parasitophore et enfin la membrane plasmique du parasite via
différentes protéines membranaires indiquées. La figure est inspirée de Landfear, 2011.

b. L’hémoglobine

L’hémoglobine est massivement consommeée par les stades intra-érythrocytaires. C’est
est un mécanisme indispensable a la survie du parasite puisque son inhibition provoque l'arrét
de son développement (Francis et al., 1996) Sa dégradation est un processus obligatoire pour le
développement du parasite (Milani et al, 2015). Il est connu depuis longtemps que
I'hémoglobine est internalisée, principalement par les trophozoites matures, mais le mécanisme
est caractérisé depuis peu. Ce sont des structures particuliéres appelées cytostomes qui initient
I'internalisation de 'hémoglobine (Figure 8 ; Milani et al, 2015). On dénombre un a quatre

cytostomes par globule rouge infecté. Ils sont localisés a linterface entre la membrane

13



plasmique du parasite et la membrane de la vacuole parasitophore. Leur forme évoque un collier
(on parle aussi de collier cytostomal) qui, grace a I'action concomitante du systeme actine-
myosine, forme une vésicule contenant de I'hémoglobine. La vésicule ainsi formée est délimitée
par une membrane double. Dans un deuxieme temps, la membrane extérieure fusionne avec
celle de la vacuole digestive grace aux protéines SNARE (Milani et al, 2015) pour n’en faire
qu'une. La vésicule et 'hémoglobine qu’elle contient sont digérées par des lipases et des
protéases de la famille des plasmepsines, des falcipaines et des aminopeptidases (Goldberg,
2005).

L’hémoglobine est une source d’acides aminés pour Plasmodium. Environ 16% du
produit de sa digestion sont utilisés pour la synthése des protéines du parasite. Comme
I'hémoglobine est dépourvue d’isoleucine et constitue une source pauvre en méthionine,
cystéine, glutamine et glutamate, le reste des acides aminés est prélevé dans le plasma (Krugliak
et al.,, 2002). Enfin, la digestion de 'hémoglobine libére I'heme qui est toxique pour Plasmodium.
Celui-ci est alors converti en un pigment inerte appelé hémozoine. La phagocytose de
I'hémozoine fait perdre leurs propriétés immunitaires aux phagocytes, contribuant ainsi a la

pathogenése du paludisme (Celada et al., 1983).
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Figure 8: Internalisation de I'hémoglobine par un trophozoite érythrocytaire de
Plasmodium. (A) Collier cytostomal a I'interface entre la membrane de la vacuole parasitophore
et la membrane plasmique. (B) Naissance d'une vésicule contenant de 'hémoglobine par action
de l'actine et du moteur actine-myosine. (C) Formation de la vésicule griace aux anneaux
dynamiques d’actine. (D) Fusion de la vésicule avec la vacuole digestive, impliquant les
protéines SNARE. (E) Internalisation indépendante des colliers cytostomaux, par la formation
d’'un phagotrophe. La figure est tirée de Milani et al., 2015.
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c. Echanges de protéines : le translocon

La stratégie de survie du parasite implique également l'exportation de protéines
parasitaires dans la cellule hote a travers ces membranes (Elsworth et al., 2014). Les protéines
exportées contiennent un motif spécifique appelé « Plasmodium EXport ELement », ou PEXEL.
Ces protéines jouent des roles divers et sont essentielles dans les processus pathogeénes. Les
protéines PEXEL exportées sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique du parasite et
passent a travers la membrane de la vacuole par l'intermédiaire d'une translocation protéique
ATP-dépendante via le translocon d’export des protéines, ou PTEX (« Plasmodium translocon of
exported proteins »; de Koning-Ward et al, 2009) (Figure 9). Ce complexe est d'origine
parasitaire et réside a l'intérieur de la membrane de la vésicule parasitophore. Il est constitué de
5 protéines : HSP101, EXP2, TRX2, PTEX150 et PTEX88. HSP101 est un hexamere qui semble
étre le moteur central de la machine qui déplierait les protéines afin de les faire passer a travers

un pore de membrane. L'identité du pore n'a pas été déterminée avec certitude, mais EXP2 est le
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Figure 9 : Schéma représentant le translocon (PTEX) de Plasmodium. Les protéines
parasitaires a exporter sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique du parasite et
migrent vers la membrane plasmique par transport vésiculaire (non représenté). La vésicule
fusionne avec la membrane plasmique du parasite, puis les protéines sont dépliées et transitent
grace au translocon a travers la membrane de la vacuole parasitophore. A ce jour, cinq protéines
ont été identifiées dans le translocon et leur disposition hypothétique est montrée. Dans le
cytosol de I'érythrocyte, 'export des protéines parasitaires est probablement assisté par des
protéines chaperonnes de I'héte. La figure est inspirée des publications Elsworth et al., 2014 et
AhYoung et al, 2015.
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candidat le plus probable pour un tel role. L'autre composante majeure de la machine PTEX est
PTEX150, qui interagit étroitement avec HSP101. Ainsi la taille du complexe formé par les
protéines HSP10, PTEX150 et EXP2 est d’au moins 1 mDa (Sanders et al.,, 2007). PTEX88 et TRX2
sont des composants moins abondants de la machine PTEX et seraient plus impliqués dans la
régulation du transport plutét que dans un role structural fondamental. Une fois arrivées dans le
cytosol de la cellule hote, les protéines parasitaires sont repliées grace a des protéines
chaperonnes de I'héte.

Un exemple d’export de protéine parasitaire vers 'hote est I'export de la protéine de
surface majeure du sporozoite, la CSP (« circumsporozoite protein ») (Figure 10). Lorsque le
sporozoite s’installe dans I’hépatocyte, la CSP est clivée et excrétée par le parasite, elle traverse
la membrane de la vacuole parasitophore (motifs PEXEL) et pénetre dans le noyau de
I'hépatocyte (signal bipartite de localisation nucléaire) pour moduler I'expression des genes de
I'héte (Singh et al., 2007). La translocation de la CSP dans le noyau de la cellule héte inhibe la
translocation et donc l'activité du facteur de transcription NF-kB (« nuclear factor-xB »). En
conséquence, les genes cibles de NF-kB sont réprimés dans la cellule hote infectée. Comme NF«xB
est un facteur de transcription impliqué dans la réponse immunitaire et la réponse au stress
cellulaire, le schizonte hépatique se développe sans déclencher la réponse inflammatoire de

I’hote infecté.

0 SP ) )RI répétitions ) ) TSR )gpi)
PEXEL NLS

Figure 10 : Organisation modulaire de la protéine circumsporozoite de Plasmodium. Les
acronymes SP, RI, TSR et gpi signifient « peptide signal », région I, « Thrombospondin-like
repeat» et « glycosylphosphatidylinositol » respectivement. Les deux traits rouges désignent les
motifs d’export PEXEL a travers la vacuole parasitophore et les deux traits verts désignent le
signal bipartite de localisation nucléaire (NLS). La figure est inspirée des publications de Aly et
al., 2009 et de Coppi etal, 2011.

d. Autres échanges (sélection)

Comme beaucoup d’autres parasites unicellulaires, Plasmodium ne dispose pas des voies
de synthéses des purines. Celles-ci sont prélevées dans le plasma, via les transporteurs
érythrocytaires hENT1 et hFNT1 localisés dans la membrane de I'érythrocyte (Quashie et al.,
2008 ; Quashie et al, 2010). Alors que le transporteur situé dans la membrane de la vacuole

parasitophore n’est pas identifié, les purines utiliseraient la protéine PfNT1, une protéine a 11
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domaines transmembranaires pour traverser la membrane plasmique du parasite (Carter et al.,
2000).

L’import du panthoténate (ou vitamine B5) est crucial. En effet, la privation du milieu en
panthoténate provoque un arrét complet de la croissance du parasite (Saliba et al, 2005).
Converti en coenzyme A, il est acheminé dans I'apicoplaste ou il est utilisé pour la synthese des
acides gras du parasite (Saliba et al., 1998). Son import requiert un mécanisme original utilisant
une protéine parasitaire localisée a la membrane de l'érythrocyte qui n’a pas été encore
identifiée. En revanche, le transporteur localisé a la membrane plasmique du parasite est connu,
il s’agit de la protéine PfPAT (Augagneur et al., 2013).

La choline est elle aussi importée depuis le plasma et est utilisée pour la synthese des

membranes du parasite.
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B. Les ARNt

Les connaissances disponibles concernant les ARNt de Plasmodium sont limitées. Ils
constituent pourtant un domaine de recherche attrayant étant donné I'importance de bien connaitre
les divers acteurs de la traduction chez un organisme dévastateur en vue de développer des
traitements capables de l'inhiber spécifiquement. Plusieurs aspects sont intéressants dans ce
contexte. On peut potentiellement inhiber le parasite a chacun de ses stades chez I'Homme :
schizontes hépatique et érythrocytaire, mérozoite, trophozoite, et méme gamétocyte afin
d’empécher une future transmission au moustique.

Certains acteurs de la traduction sont les cibles de molécules antipaludiques. Il existe des
molécules inhibitrices de facteurs d’élongation de la traduction, comme les facteurs de traduction
eEF2 (Baragaiia et al., 2015), et EF-G (Black et al., 1985), les aminoacyl-ARNt synthétases ou encore
les ARNr (Jackson et al, 2011; Pham et al, 2014 ; Khan, 2016). Bloquer spécifiquement la
traduction de nature procaryotique de I'apicoplaste, par exemple en ciblant EF-Tu (Biswas et al,
2011) offre en plus la possibilité de concevoir des molécules n’ayant pas d’activité délétére sur la

physiologie du patient a traiter (Dahl et Rosenthal, 2008).

1. Place des ARNt dans la machinerie traductionnelle
Les ARNt sont de petits ARN non-codants ubiquitaires et essentiels, constitués de 75 a 95
nucléotides. Ces ARN sont des adaptateurs qui dirigent 'intégration des acides aminés. Ils sont
chargés de fagon spécifique par les aminoacyl-ARNt synthétases (aaRS), et, grace a leur anticodon,
décodent les codons présents dans I’ARN messager au sein du ribosome.

D’une part, 21 acides aminés sont transportés par les ARNt eucaryotes : les 20 acides aminés
classiques et la sélénocystéine. D’autre part, il existe 64 combinaisons possibles de codons. En
conséquence, plusieurs codons correspondent a un méme acide aminé (redondance des codons,
Figure 11A), ce qui implique l'existence d’ARNt « isoaccepteurs ». Les ARNt isoaccepteurs sont
chargés par le méme acide aminé mais décodent des codons différents. De plus, un méme ARNt peut
reconnaitre plusieurs codons synonymes griace au mode d’appariement non canonique appelé
« Wobble ». Notamment, la base modifiée inosine est trés importante car elle peut s’apparier avec
I'uracile (U), l'adénine (A) et la cytosine (C). On la trouve fréquemment en premiére position de
I'anticodon des ARNt (voir Figure 11B). Elle est formée par la désamination de 'adénosine, réaction

catalysée par les enzymes ADAT (« Adenosine Deaminases Acting on tRNAs ») (Auxilien et al., 1996).
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_) alanine

Ala-ARNtAl2

alanine

Figure 11 : Code génétique et appariement entre codon et anticodon. (A) Au centre, la premiére
base du codon en 5’, puis la deuxieme et la troisiéme. La zone grise indique l'acide aminé
correspondant par son code a trois lettres. (B) Un ARNm hybridé par I'alanyl-ARNtAl. L’anticodon
alanine IGC lie le codon GCC de ’ARNm. L’alanine est liée par estérification a 'extrémité 3’ de 'ARNt.

Chaque ARNt est porteur d'un acide aminé spécifique, fruit de la réaction d’estérification
catalysée par une aaRS spécifique. L’aminoacyl-ARNt (aa-ARNt) est acheminé au ribosome ou a lieu
la traduction. Les ribosomes, structures mixtes de protéines et d’ARNr, sont composés de deux sous-
unités, une grande (L, « Large »), et une petite (S, « Small »). Leur taille et leur composition varient
entre eucaryote et procaryote. Le coefficient de sédimentation du ribosome eucaryote est de 80S. Sa
grande sous-unité (60S) est constituée de 49 protéines ribosomiques ainsi que de trois molécules
d’ARNr: 5S, 5,8S et 28S. Sa petite sous-unité (40S) ne comporte qu'un seul ARNr, de 18S, et 33
protéines ribosomales. Au total, le ribosome eucaryotique fonctionnel compte donc quatre ARNr et
plus de 80 protéines. Le ribosome procaryote est plus petit. La grande sous-unité (50S) est
composée d’ARN 5S, 23S et de 34 protéines. La petite sous-unité (30S) compte 'ARNr 16S et 21

protéines. Chez Plasmodium, on trouve ces deux types de ribosomes: les ribosomes de type
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eucaryote assurent la traduction cytosolique tandis que la traduction dans les organelles est assurée
par les ribosomes de type procaryote (Gupta et al,, 2014).

L’expression des génes d’ARNr cytosoliques de Plasmodium est différentielle selon le stade
de son cycle de vie. Ils ont donc été classés en trois catégories : les ARNr de type A, spécifiques des
cycles hépatique et sanguin, de type O, spécifiques de l'oocinéte, et de type S, spécifiques du
sporozoite (Waters et al., 1989).

La structure du ribosome cytosolique 80S de P. falciparum a été étudiée par cryo-
microscopie électronique, liée a une molécule antipaludique, 'émétine (Wong et al., 2014), ou a un
ARNt (Sun et al, 2015). Elle a permis de schématiser 'ensemble des ARNr ainsi que 74 protéines
(44 dans la grande sous-unité et 30 dans la petite sous-unité). Alors que le cceur structural du
ribosome est conservé, des caractéristiques spécifiques de P. falciparum ont été révélées,
notamment de grandes expansions a la périphérie de I'’ARNr 18S. Ces particularités illustrent la
diversité structurale des ribosomes eucaryotes et offrent la possibilité de concevoir des molécules
inhibitrices spécifiques.

Plusieurs facteurs de traduction des trois compartiments de synthese protéique ont été
identifiés chez Plasmodium : des facteurs d’initiation, comme elF-5A (Molitor et al., 2004), elF-4E
(Shaw et al,, 2007), elF-1, elF-2 et elF-3 (Haider et al., 2015), des facteurs d’élongation, comme EF-
la, EF-1p, EF19, EF-1y (Takebe et al., 2007), EF-2 (Baragafia et al., 2015), EF-Tu (Chaubey et al,
2005), EF-G (Gupta et al., 2013a), des facteurs de terminaison de la traduction (Vaishya et al.,, 2016)
et des facteurs de recyclage du ribosome (Gupta et al., 2013b). Ils interviennent a chaque étape de la
traduction qui se résume de la fagon suivante : la reconnaissance du codon d’initiation AUG par le
complexe elF2/ARNtMet initiateur initie la traduction sur la petite sous-unité du ribosome. La grande
sous-unité contient les trois sites de liaison des ARNt aminoacylés qui permettent 1'élongation : les
sites A (pour « accepteur »), P (pour « peptidyl-ARNt »), et E (pour « exit »). L’aminoacyl-ARNt (aa-
ARNt) est déposé dans le site A du ribosome par le facteur d’élongation eEF1A. La réaction de
transpeptidation est catalysée au niveau du centre peptidyl transférase de I’ARNr 28S. Elle permet
de former une liaison peptidique entre le COOH du peptide naissant qui estérifie 'extrémité 3’ OH
de 'ARNt fixé dans le site P et la fonction NH2 de I'acide aminé lié a 'ARNt fixé dans le site A. Apres
formation de cette liaison peptidique, 'ARNt déchargé contenu dans le site P et le peptidyl-ARNt
contenu dans le site A sont transloqués vers le site de sortie E et P, respectivement. Cela se fait grace
a 'hydrolyse du GTP fixé sur le facteur eEF2 présent dans le site A du ribosome. La terminaison a

lieu lorsque le ribosome rencontre un des 3 codons stop (UUA, UGA ou UAG).
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2. Biosyntheése et maturation des ARNt

Chez S. cerevisiae, les ARNt nécessitent plus de 100 enzymes différentes pour étre transcrits,
maturés, modifiés et localisés (Hopper, 2013). Le promoteur des genes d’ARNt est interne a leur
séquence. Il se trouve au niveau des bases 8 a 19 et 52 a 62. Apres transcription par I'ARN
polymérase 111, les ARNt subissent diverses étapes de maturation qui impliquent (i) la RNase P qui
clive l'extension du pré-ARNt en 5’, (ii) la RNase Z qui mature 'extrémité 3’ en aval de la base
discriminatrice (Morl et Marchfelder, 2001) et (iii) la CCase qui ajoute les trois bases CCA en 3’
(Wolfe et al., 1996). Chez les eucaryotes, cette derniére étape est nécessaire pour obtenir un ARNt
fonctionnel, contrairement aux procaryotes ou 'extrémité CCA est codée par le gene. Certains ARNt
possedent des introns qui sont épissés. Chez la levure c’est le cas de 22% des ARNt (Chan et Lowe,
2009). L'épissage est effectué par le complexe SEN (Trotta et al, 1997). Chez Plasmodium, deux
ARNt contiennent un intron : il s’agit des 'ARNtTyr(GUA) cytosolique et ARNtleu(UAA) apicoplastique.

Enfin, certains nucléotides des ARNt sont modifiés. Par exemple, la base en position 55 de
I’ARNt, dans la boucle T, est une pseudouridine strictement conservée. La formation de cette base
est catalysée chez les eucaryotes par les pseudouridine synthases Pus4 et Pus10 (Watanabe et Gray,
2000 ; McCleverty et al, 2007). De méme, la formation de la dihydrouridine, présente dans la boucle
D aux positions 16, 17 et 20, est catalysée par les protéines Dus (dihydrouridine synthases). Au total,
chez la levure, 25 modifications différentes sont trouvées sur les ARNt, et une molécule d’ARNt
possede en moyenne 12 bases modifiées (Phizicky et Hopper, 2010). Le role d'une partie de ces
modifications a été identifié. La plupart d’entre elles sont impliquées dans la stabilisation de la
structure de I’ARNt. Par exemple, la méthylation du nucléotide A9 de I’ARNtlys mitochondrial
humain est essentielle car en empéchant son interaction avec U64 elle permet le repliement correct
de 'ARNt (Helm et al.,, 1998).

Les modifications des ARNt de Plasmodium n’ont pas été clairement démontrées, mais
I'identification de génes codant pour des enzymes de modification suggere fortement que les ARNt
sont modifiés comme chez les autres organismes. Par homologie de séquence, un homologue de
Pus4 a été trouvé chez P. falciparum, et deux protéines Dus ont été retrouvées en recherchant des
protéines homologues aux Dus humaines et de levure (These de Tania Bour, 2009).

Les ARNt sont des molécules tres stables dont la demi-vie varie de plusieurs heures a
quelques jours (Phizicky and Hopper, 2010). Elles sont dégradées, soit de 3' en 5' par 1'exosome
nucléaire et le complexe TRAMP (Kadaba et al., 2004 ; Vanacova et al., 2005), soit de 5’ vers 3’ par la
voie Rapid tRNA Decay (Alexandrov et al., 2006 ; Chernyakov et al., 2008).
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3. Fonctions des ARNt

a. Aminoacylation

Comme je viens de I'évoquer, les ARNt sont principalement substrats des aaRS, enzymes
spécialisées dans la réaction d’aminoacylation. Cette réaction se déroule en deux étapes. En
présence d’ATP, 'acide aminé est activé sous la forme d’'un aminoacyl-AMP par 1'aaRS homologue.
Dans un deuxieme temps, 'acide aminé activé est transféré sur I’ARNt par la formation d’une liaison
ester reliant 'extrémité 3’0OH de I’ARNt au groupement COOH de 'acide aminé. La reconnaissance
des ARNt par les aaRS repose sur un nombre réduit de signaux dispersés dans la structure des ARNt
appelés éléments d’identité. Ce sont le plus souvent des nucléotides ou des modifications de
nucléotides qui sont reconnus spécifiquement par I'aaRS homologue, ou, a I'inverse qui bloquent la
reconnaissance de cet ARNt par une ou plusieurs aaRS hétérologues (évitant ainsi la charge de
I’ARNt par un acide aminé incorrect). Il est ainsi possible de charger de 'ARNtPhe de levure avec de
I'aspartate en insérant les déterminants d’identité de 'ARNtAse U25, U35, C36 et G73 (Piitz et al,
1991), et la méthylation du G37 de 'ARNtAsp de levure le prévient d’'une misacylation par I'arginine

(en bloquant la reconnaissance de 'ARNtAsp par I'arginyl-ARNt synthétase) (Piitz et al., 1994).

b. Autres fonctions

Certains ARNt, qu’ils soient aminoacylés ou non, remplissent d’autres fonctions que celle du
décodage des codons. Ces mécanismes ont été caractérisés en particulier chez les bactéries (Raina et
Ibba, 2014). Par exemple, chez B. subtilis, 'ARNt non aminoacylé se lie a la T-box présente a
I'extrémité 5’ de TARNm de I'aaRS homologue en cours de transcription. Cette interaction facilite la
formation d’'une structure « anti-terminaison » en 3’ et permet ainsi la transcription efficace du gene
(Green et al., 2010). Il est aussi connu que la synthese du peptidoglycane de la paroi cellulaire des
bactéries fait intervenir des ARNt chargés, ainsi que l'aminoacylation des phospholipides
membranaires, la biogenese d’antibiotiques (Raina et Ibba, 2014)... Chez les eucaryotes, il a été
proposé que les ARNt pourraient réguler I'expression des genes (Shaheen et Hopper, 2005 ;
Whitney et al., 2007 ; Hurto et al., 2007 ; Rudinger-Thirion et al, 2011 ; Chu et Hopper, 2013). De
plus, le role des fragments d’ARNt dans la régulation de I'expression génique ouvre des perspectives
particuliérement intéressantes. Cette problématique et les conséquences sur les perspectives de

mon travail seront développées dans la partie Conclusions et perspectives de ce manuscrit.
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4. Structure des ARNt

En deux dimensions, la séquence d’ARNt prend la forme d’'un trefle (Figure 12A). On
distingue cinq domaines : le bras accepteur, le domaine D, le domaine anticodon, la région variable
et le domaine T. Certaines caractéristiques sont conservées, semi-conservées, ou bien spécifiques
d’'un organisme (Giegé et Frugier, 2003).

Chez tous les ARNt cytosoliques, la taille du bras accepteur ainsi que des branches anticodon
et T sont strictement conservées. Le bras accepteur compte sept paires de bases ainsi que quatre
bases non appariées (la séquence CCA conservée en 3’ et la base précédente en position 73 appelée
discriminatrice). Les branches du domaine anticodon et du domaine T comportent chacune cinq
paires de bases. La boucle T compte plusieurs résidus conservés : G53, T54, W55, C56, A58 et C61 ;
et des résidus semi-conservés : R57 et Y60. Dans le domaine anticodon, les résidus conservés sont
Y32 et R38. C'est par le domaine anticodon, constitué des nucléotides en position 34 a 36, que

I'ARNt hybride I'ARNm.

A Extrémité 3’ B
| CCA
Boucle T N
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Figure 12: Représentations schématiques de la molécule d’ARNt. (A) Structure en deux
dimensions, montrant la forme en feuille de trefle. Les liaisons indiquées en pointillé permettent le
repliement tridimensionnel. Les lettres ¥, Y et R indiquent respectivement une pseudouridine, une
pyrimidine et une purine. (B) Structure tertiaire en forme de L. L'acide aminé est lié a 'extrémité 3’
CCA de 'ARNt. © Université de Tokyo

24



Deux domaines sont de taille variable : la boucle D et la région variable, qui peuvent contenir
des bases supplémentaires. Les résidus conservés trouvés dans la boucle D sont A14, G18, G19 et
A21, et la région variable comporte toujours la base Y48. Les résidus semi-conservés du domaine D
sont Y11, R15 et R24. La longueur de la région variable, qui peut atteindre jusqu’a 23 nucléotides,
est a 'origine du classement des ARNt (Rich et RajBhandary, 1976). Les ARNt dits de classe 1 ont
une région variable de 4 a 5 nucléotides. Les ARNt de classe 2 contiennent une longue région
variable qui peut atteindre 23 nucléotides (ARNtleu et ARNtSer chez les eucaryotes).

Dans sa conformation tridimensionnelle, ’ARNt prend la forme de la lettre L (Figure 12B),
impliquant des interactions tertiaires entre les résidus conservés des boucles D et T : U8-A14, A14-
A21, R15-Y48, G18-¥55, G19-C56, T54-A58 (Figure 12A). Le coude de I'’ARNt, formé par les
interactions entre boucles D et T, est reconnu par de nombreuses protéines et ARN (revu par Zhang
et Ferré-D’Amaré, 2016b). La conservation de sa structure permet par exemple aux ARNt d’étre liés
par 'ARNr 23S, la ribonucléase P, la CCase...

La premiére structure a avoir été déterminée, par rayons X, est celle de 'ARNtPhe de S.
cerevisiae (Kim et al., 1974). Depuis, de trés nombreuses structures d’ARNt ont été résolues (Giegé
etal, 2012). Le bras accepteur ainsi que la boucle anticodon sont d’'une importance cruciale dans la
spécificité de I'aminoacylation par les aaRS : les déterminants d’identité y sont préférentiellement
localisés. Ils sont trés importants car la fidélité de la traduction en dépend.

Les ARNt de Plasmodium ne sont pas étudiés de facon approfondie. On ignore par exemple
beaucoup sur leurs modifications et les enzymes impliquées. Néanmoins, leurs génes ont été
annotés et leurs séquences déterminées. Ils ressemblent en tout point aux ARNt canoniques que je

viens de présenter.

5. Les génes d’ARNt et possibles conséquences sur la traduction chez Plasmodium

a. Un nombre de génes d’ARNt réduit

Habituellement, les génomes contiennent les genes d’ARNt en copies multiples, a la fois chez
les procaryotes et les eucaryotes. Le nombre de copies de genes d'une méme espece d’ARNt varie
grandement d’'un organisme a un autre (Marck et Grosjean, 2002): certaines especes d’ARNt
peuvent étre complétement absentes du génome de certains groupes d’organismes alors que
d’autres prédominent largement. Cependant, ce n’est pas le cas chez Plasmodium ou chaque ARNt
est codé par un géne unique. Ainsi, Plasmodium posséde un jeu minimal d’ARNt (46 génes), mais
suffisant pour décoder son génome (Gardner et al, 2002). Par exemples, la levure Saccharomyces

cerevisae (avec une taille de génome comparable) code pour 286 genes d’ARNt et Homo sapiens pour
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plus de 500 génes d’ARNt (Figure 13).

Il est surprenant de trouver si peu de genes d’ARNt chez un organisme comme Plasmodium
qui se multiplie intensément au cours de certaines étapes de son cycle de vie, telles que la
schizogonie dans le stade hépatique ou la sporogenése dans l'ookyste (voir le paragraphe 3 de la
partie A). Dans ces conditions, il est légitime de se poser la question suivante: est-ce qu'une
quantité limitante de génes d’ARNt peut moduler l'efficacité de la synthese protéique dans

Plasmodium ?
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Figure 13 : Quantité de genes d’ARNt chez divers organismes. Plasmodium est une exception
parmi les eucaryotes par I'absence de copies de genes d’ARNt. Les données ont été extraites de la
genomic tRNA database (http://gtrnadb.ucsc.edu/).

b. Le cas particulier de 'ARNtAsn et le décodage des LCR

En regle générale, la fréquence d’utilisation d’'un codon est corrélée avec le nombre de
copies de génes de 'ARNt correspondant (Tuller et al.,, 2010a). En d’autres termes les ARNt codés
par le plus grand nombre de copie de genes sont les ARNt les plus exprimés et sont ceux qui
décodent les codons les plus abondants dans le génome. Ces observations ont des implications
majeures concernant 'efficacité de la traduction (Cannarozzi et al., 2010 ; Tuller et al., 2010b). Ainsi,
la disponibilité des ARNt peut moduler la vitesse de traduction du ribosome (Zhang et al., 2009). La
présence d'une copie de gene unique pour chaque ARNt de Plasmodium, il apparait qu’il n’y a pas de

corrélation entre 'abondance des ARNt et 'usage des codons dans cet organisme.
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L’ARNtAsn est 'un des ARNt les plus sollicités dans la traduction des genes de Plasmodia
(avec 'ARNtle et 'ARNtlys). Chez P. berghei, P. yoelii et P. falciparum, il a été montré que les codons
asparagine forment des répétitions et sont concentrés dans les LCR des genes de protéines (1,8 ; 2,4
et 1,9 fois, respectivement) (DePristo et al., 2006), suggérant que le besoin en ARNt asparaginylés
serait augmenté localement pour décoder ces régions. Ainsi, l'utilisation excessive des codons
asparagine dans les genes de protéines des Plasmodia implique que I’ARNtAsn est un ARNt peu
disponible (Filisetti et al., 2013). Or, une vitesse de traduction réduite a a son tour un effet positif
sur la qualité du repliement co-traductionnel des protéines (Tsai et al., 2008 ; Marin, 2008).

Lorsque la vitesse de traduction est réduite, la partie N-terminale de la protéine peut se
replier indépendamment de la partie C-terminale et ainsi favoriser la production d’'une protéine
repliée correctement, soluble et active. Ainsi, chez Plasmodium, la rareté de I’ARNt4sn (en particulier)
permettrait de ralentir la vitesse de décodage du ribosome dans les LCR qui colonisent
abondamment les protéines du parasite (Frugier et al, 2010) et permettre le repliement co-

traductionnel des protéines du parasite (Figure 14).
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Figure 14 : Les LCR agissent comme des éponges a ARNtAsn, Résumé du concept décrit dans
(Frugier et al., 2010). Au cours de la traduction d'une protéine constituée de plusieurs domaines
structuraux, la concentration limitante en ARNtAs» dans Plasmodium ralentit le ribosome lorsqu'’il
décode la portion d’ARNm correspondant a une LCR riche en asparagines (en vert). Ce processus
donne du temps au premier domaine (en bleu) de se replier indépendamment, avant la synthése du
second domaine (en orange).
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L’ensemble de ces observations a amené mon équipe a proposer que le parasite pourrait, dans
certaines conditions, utiliser les ARNt de 'hdte pour sa propre synthése protéique. Si les ARNt de
I'héte peuvent étre substrats des aaRS homologues du parasite, leur import pourrait compenser le
déficit de certains ARNt du parasite, en particulier d’ARNtAsy, et ainsi aider la synthese des protéines
contenant de longues répétitions d’asparagines (Figure 14). Deux observations semblent conforter
cette hypotheése: (i) les séquences d’ARNt de Plasmodia contiennent une proportion de G et C
similaire a ce qui est retrouvé chez les ARNt de vertébrés, alors que leurs génomes sont tres riches
en A et T (Piitz et al, 2010) et (ii) les éléments d’identité qui gouvernent la reconnaissance
spécifique des ARNt par leur aminoacyl-ARNt synthétase homologue sont globalement conservés
entre les vertébrés et les Plasmodia.

Cette hypothése originale implique 'import des ARNt de I’h6te. Cependant, aucun exemple
d'import d’ARNt d’'une cellule a une autre n’est connu. Seuls des mouvements d’ARNt
intracellulaires ont été caractérisés jusqu’a présent. En effet, TARNt est synthétisé dans le noyau et
est utilisé dans le cytosol. Depuis le cytoplasme, les ARNt peuvent également étre importés dans les
organelles. La capacité des ARNt a changer de compartiment cellulaire et les machineries

moléculaires impliquées sont détaillées dans la partie C de cette introduction.
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C. Circulation intracellulaire des ARNt

De multiples parameétres influent sur la localisation d'un ARNt : son état de maturation,
d’aminoacylation, la présence de modifications. Autant de facteurs rendent difficile 'obtention
d’une vue claire sur I'import et I'export des ARNt. Plusieurs mécanismes d'import et d’export des
ARNt coexistent au sein d'une méme cellule (Figure 15). Ils font intervenir différentes voies qui
sont soit concertées, soit indépendantes. Si une voie est inhibée, une voie de substitution peut

étre utilisée pour ne pas mettre la vie de la cellule en péril.

Export
nucléaire
primaire

Figure 15 : Vue générale des mouvements d’'import et d’export des ARNt dans une cellule
eucaryote. Les mouvements nucléo-cytoplasmiques font intervenir les pores de I'enveloppe
nucléaire alors que I'import mitochondrial fait intervenir des canaux plus spécifiques situés aux
membranes externe et interne.

Les ARNt sont transcrits dans le noyau alors que la traduction a lieu dans le cytoplasme
et dans la mitochondrie. Ainsi l'export nucléaire primaire et I'import mitochondrial sont
indispensables (Hopper et Shaheen, 2008; Rubio et Hopper, 2011). Les ARNt sont aussi
relocalisés dans le noyau pour leur assurer un controle qualité (Hopper et Huang, 2015), ou
encore pour exercer un contréle transcriptionnel de I'expression des genes (Shaheen et Hopper,
2005 ; Whitney et al., 2007). Cependant, ces mécanismes de transport ne sont pas forcément
conservés d’'un organisme a l'autre. La grande majorité des données disponibles concernent la
levure Saccharomyces cerevisiae. Mais, afin d’illustrer ces variations au cours de I’évolution, les
connaissances acquises chez I'Homme, les plantes et quelques organismes unicellulaires
eucaryotes tels que les Kinétoplastides et les Apicomplexes, bien que moins exhaustives, seront

aussi exposées.
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1. Transport nucléo-cytoplasmique

Les ARNt utilisent les mémes pores nucléaires que les protéines et les autres ARN, pour
sortir ou rentrer dans le noyau. Ce sont les protéines cargos qui sont spécifiques. Les protéines
cargos sont les protéines solubles qui permettent aux différentes molécules de traverser le pore
nucléaire dans un sens ou dans l'autre. Ce mécanisme a été décrit essentiellement chez la levure

S. cerevisiae.

a. Circulation du noyau vers le cystosol

On distingue deux exports nucléaires survenant a deux moments distincts de la vie d’'un
ARNt: (i) un premier export nucléaire, survenant juste apres la transcription de I'ARNt et qui
permet d’acheminer un ARNt non maturé aux abords de la mitochondrie ou les introns sont
épissés (Figure 16A), et (ii) un second export qui permet de délivrer des ARNt maturés et

fonctionnels a la machinerie traductionnelle (Figure 16C ; Huang et Hopper, 2015).
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Figure 16 : Mouvements nucléo-cytoplasmiques des ARNt chez S. cerevisiae. (A) Export
nucléaire primaire d'un ARNt contenant un intron. L’export permet aux ARNt contenant un
intron d’étre épissés a la surface de la mitochondrie. (B) Import rétrograde de ’ARNt Mtr10-
indépendante. La protéine liant directement les ARNt n’est pas connue. (C) Ré-export des ARNt
via Losl ou Msn5. Les voies d’export Losl- et Msn5-indépendantes ne sont pas encore
caractérisées. La figure est inspirée de Huang et Hopper, 2015.
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Chez la levure S. cerevisiae, la protéine cargo Los1l, membre de la famille des f-
importines, est impliquée dans les deux types d’export que je viens de présenter (Sarkar et
Hopper, 1998). Dans le noyau, 'ARNt se lie au complexe Los1/Gspl (une Ran-GTPase, qui
fournit I'énergie nécessaire a la translocation de ’ARNt) et le tout traverse le pore nucléaire. Il a
été suggéré que l'interaction entre les protéines Los1 et Gspl serait stimulée par la protéine
nucléolaire Utp8 (Strub et al., 2007).

Essentiellement pour les ARNt matures, ils peuvent également étre pris en charge par
une autre protéine cargo, Msn5 (Eswara et al, 2009 ; Murthi et al., 2010 ; Huang et Hopper,
2015). Elle aussi s’associe a Gsp1 pour transporter 'ARNt a travers le pore nucléaire (Hellmuth
et al, 1998; Quan et al, 2004; McGuire et Mangroo, 2007 ; Huang et Hopper, 2015). Le
complexe Msn5/Gsp1 lie préférentiellement les ARNt aminoacylés (Lund et Dahlberg, 1998). Les
protéines nucléolaires Utp8 et Utp9 assistent la formation du complexe Msn5-Gsp1l-aminoacyl-
ARNt (Eswara et al., 2009). En effet, il a été proposé que les ARNt sont aminoacylés, avant d’étre
exportés vers le cytosol. Cependant, il n’est pas établi que cette aminoacylation nucléaire soit
une condition nécessaire (Sarkar et al., 1999 ; Grosshans et al., 2000). Une fois dans le cytosol, la
protéine Cex1, en se fixant sur 'ARNt entraine la dissociation de Los1 et Gspl (Nozawa et al,
2013). Finalement, Cex1 transfere '’ARNt au facteur d’élongation eEF-1a.

Les protéine Los1 et Mns5 ne sont pas essentielles (Hurt et al., 1987 ; Alexandrov et al.,
2006 ; Takano et al., 2005), ce qui indique I'existence d’autre(s) voie(s) d’export nucléaire des
ARNt. Jouant le role de cargos dans une autre voie Losl-indépendante, deux protéines ont été
identifiées (Feng et Hopper, 2002) : Ccal (qui ajoute le CCA en 3’ des ARNt au cours de leur

maturation) et la MetRS (chargée de I'aminoacylation de '’ARNtMet ),

b. Circulation du cytosol vers le noyau/processus rétrograde

Le processus rétrograde est le processus actif par lequel les ARNt cytosoliques sont
réimportés dans le noyau (Figure 16B). Notamment, les ARNt contenant des introns sont
épissés dans le cytoplasme (Yoshihisa et al., 2003 et 2007) puis ré-importés dans le noyau pour
compléter leur maturation (Shaheen et Hopper, 2005; Takano et al, 2005). Le processus
rétrograde est intensifié en cas de carences nutritionnelles, comme la privation en acides aminés
(Shaheen et al.,, 2007), en glucose (Whitney et al., 2007), ou en phosphates (Hurto et al., 2007).
Par exemple, les ARNt s’accumulent dans le noyau lorsque les levures sont soumises a un régime
strict en glucose (Shaheen et Hopper, 2005 ; Murthi et al., 2010).

Une premiére voie fait intervenir la protéine Mtr10, également connue pour médier
I'import nucléaire de la protéine Npl3 (Senger et al, 1998). En effet, en I'absence de Mtr10,

I'accumulation des ARNt dans les noyau des levures soumises a un régime strict en glucose n’est
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plus détectable. Cependant, Mtr10 ne se lie pas directement aux ARNt et le cargo qui permet le
passage a travers le pore nucléaire n’est pas encore connu (Huang et Hopper, 2015).

Une autre voie impliquant la protéine cargo Ssa2, (une protéine chaperonne
cytoplasmique) a récemment été identifiée (Takano et al., 2015). En complexe avec deux co-
chaperonnes cytoplasmiques, Sis1 et Ydj1, Ssa2 lie directement les ARNt et son interaction avec
la nucléoporine Nup116 permettrait une translocation ATP-dépendante. L’affinité de Ssa2 pour
les ARNt est augmentée quand la structure de ceux-ci est relachée (en particulier au niveau du
bras accepteur), ce qui suggere que Ssa2 participerait au contrdle qualité des ARNt du

cytoplasme ou a leur dégradation (Takano et al., 2015).

2. Circulation du cytosol vers la mitochondrie

Dans la plupart des organismes, les mitochondries sont capables d’importer des ARNt
cytosoliques (Rubio et al., 2008). L’'identité des ARNt importés varie d'un organisme a l'autre,
ainsi que le nombre d’especes d’ARNt concernés. Par exemples, chez S. cerevisiae, seuls trois
ARNt sont importés (un ARNtlys et deux ARNtGn), alors que chez Leishmania, dont le génome
mitochondrial ne code pour aucun ARNt, la totalité des ARNt cytosoliques est recrutée. Les
protéines impliquées dans cet import sont multifonctionnelles et varient d’'un organisme a
I'autre (Salinas et al., 2008).

La premiere étude démontrant le passage d'ARNt cytosolique dans la mitochondrie a été
faite chez le protozoaire Tetrahymena pyriformis (Suyama, 1967), les auteurs ayant constaté que
le génome mitochondrial ne codait que pour un tiers des ARNt nécessaires a la traduction.
Depuis, ce mécanisme a été identifié chez une multitude d'organismes incluant la levure (Martin
et al, 1979), les plantes (Maréchal-Drouard et al., 1988), les mammiferes (Dorner et al., 2001 ;
Rubio et al., 2008), et les Kinétoplastides (Simpson et al., 1989 ; Hancock et al., 1992).

a. S. cerevisiae

Chez S. cerevisiae, I'import d'ARNt dans la mitochondrie peut s'effectuer selon deux
systémes. Le systéme de type A requiert la voie d'import des protéines ATP-dépendante (on
parle aussi de co-import, dans la revue Schneider, 2011). Cette voie permet l'import de I'ARNtLys
(CUU) cytoplasmique (Tarassov et al, 1995). Cet import est trés spécifique puisque
I’ARNtlys(UUU) cytosolique n’est pas importé. Il peut paraitre redondant d'importer cet ARNt
puisque la mitochondrie dispose du gene codant pour I'ARNtlys (UUU), capable de décoder les
deux codons lysine, AAA et AAG. Seulement, en condition de stress, 'ARNt synthétisé dans la
mitochondrie peut étre hypomodifié et devient inapte a déchiffrer les codons. Une partie de la
population d’ARNtlys cytosolique est donc importée dans la mitochondrie pour compenser ce

déficit (Kamenski et al., 2007). L'ARNtlys (CUU) interagit avec deux facteurs cytosoliques pour
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étre importé dans la mitochondrie (Figure 17) : la protéine Eno2, une énolase glycolytique et le
précurseur de la lysyl-ARNt synthétase mitochondriale (mtLysRS, codée par le génome
nucléaire). Le complexe mtLysRS/ARTLys(CUU), est importé via le systeme d'import des
protéines (Tarassov et al.,, 1995 ; Entelis et al, 2006 ; Tarassov et al., 2007). La forme immature
de la LysRS est un exemple de protéine multifonctionnelle impliquée dans I'import des ARNt :
elle sert a la fois de transporteur a I'ARNtlys(CUU) cytosolique vers la mitochondrie et, une fois
maturée, elle catalyse 'aminoacylation de I'ARNtlys (UUU) mitochondrial.

Dans le systeme de type B, les ARNtG» (CUG) et (UUG) ne requiert apparemment aucun
facteur cytosolique sont importés indépendamment de la voie d'import des protéines (Hartl et

al., 1989 ; Baker et Schatz, 1991 ; Rinehart et al., 2005).
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Figure 17 : Modéle d'import de 'ARNtlys (CUU) dans la mitochondrie chez S. cerevisiae
(systeme de type A). L’ARNt est acheminé en périphérie de la mitochondrie par I'énolase
Eno2p. Il est ensuite lié par la pré-LysRS mitochondriale et entre dans la mitochondrie en
passant par les complexes d’'import des protéines TOM puis TIM (« Translocase Outer/Inner
Membrane »), en jaune et vert respectivement. Les tailles des sous-unités des complexes sont
indiquées en kDa. La figure est adaptée de la revue de Salinas-Giégé et al., 2015.
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b. Les plantes

L’'import d’ARNt dans la mitochondrie a été démontré chez plusieurs plantes:
Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum, Solanum tuberosum... (Salinas-Giegé et al, 2015).
Cependant, les connaissances sur la mécanistique d'import d’ARNt dans les mitochondries des
plantes sont encore fragmentaires (Figure 18). On sait qu’il est ATP-dépendant (Delage et al,
2003), et que le canal de translocation VDAC (« Voltage Dependant Anion Channel ») localisé
dans la membrane externe mitochondriale apparait, in vitro, comme le principal canal d’import
des ARNt (Salinas et al., 2006). Ce canal de faible sélectivité est impliqué dans le transport d’ATP,
de pyruvate, de malate, et d’autres métabolites. Etonnamment, le complexe TOM localisé dans la
membrane externe de la mitochondrie, serait impliqué mais pas le complexe TIM localisé dans la
membrane interne (Salinas et al, 2006). Plusieurs observations contradictoires ont été
rapportées : in vivo, les aaRS seraient indispensables a 'import d’ARNt dans la mitochondrie,
sans toutefois que leur role précis n’ait été démontré (Dietrich et al, 1996) alors qu’in vitro, les
ARNt entrent dans les mitochondries sans facteurs additionnels (Delage et al., 2003 ; Salinas et

al., 2005 ; Salinas et al.,, 2006).
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Figure 18 : Modele d’'import des ARNt dans les mitochondries de plantes. Les ARNt
traversent la membrane externe de la mitochondrie via le canal VDAC. Les tailles des sous-unités
supplémentaires nécessaires a I'import sont indiquées. Le recrutement éventuel de facteurs
cytosoliques pour acheminer les ARNt ainsi que la voie d'import au travers la membrane interne
ne sont pas connus. La figure est inspirée de la revue de Salinas-Giegé et al., 2015.
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c¢. Homo sapiens

Chez 'Homme, I'import d’ARNtGln a été démontré in vivo dans des mitochondries de
cellules HeLa (Rubio et al., 2008). Cet import est ATP-dépendant, distinct de la voie d'import des
protéines et ne requiert pas de facteurs cytosoliques additionnels. Il a été montré récemment
que I’ARNtlys est aussi importé dans la mitochondrie humaine (Baleva et al., 2015). Comme chez
la levure (Figure 17), I'import de ’ARNtlys requiert I'interaction avec la protéine Eno2p et donc
la voie d'import des protéines. A priori, les deux voies d'import d’ARNt, de type A et de type B,

co-existent chez Homo sapiens.

d. Les eucaryotes unicellulaires pathogeénes
(i) Les Kinétoplastides : Trypanosoma et Leishmania
Le cas le plus extréme d’import d’ARNt cytosolique dans la mitochondrie est trouvé chez
les kinétoplastides. En effet, la traduction mitochondriale de Trypanosoma et Leishmania repose
intégralement sur l'import d'ARNt cytosoliques étant donné que leurs génomes mitochondriaux
ne codent pour aucun ARNt. Les trois Kinétoplastides les mieux décrits sont T. brucei, L. tropica

et L. tarentolae (Figure 19).
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Figure 19 : Modéles d’'import des ARNt dans les mitochondries de Trypanosoma et
Leishmania. T. brucei : 1a voie d'import au travers la membrane externe n’est pas connue. Les
deux protéines manquantes au complexe de la membrane interne sont Tb11.01.4590 et
Tb09.v1.0420, mais leur position dans le complexe n’est pas connue. L. tarentolae et L. tropica :
la protéine TAB est le récepteur des ARNt a la surface de la mitochondrie. Son ancrage dans la
membrane et sa participation a la formation d’'un éventuel complexe ne sont pas démontrés. La
figure est inspirée de l'article de Paris et al., 2009 et de la revue de Rubio et Hopper, 2011.
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Chez T. brucei, eEF-1la est le cargo cytosolique des ARNt aminoacylés vers la
mitochondrie (Bouzaidi-Tiali et al., 2007) (Figure 19A). Les deux seuls ARNt qui n’interagissent
pas avec eEF-1a, FARNtMet initiateur (Crausaz-Esseiva et al., 2004), et 'ARNtSec (Geslain et al,
2006) ne sont pas transportés. Comme les rapports entre les différents ARNt isoaccepteurs
varient entre la mitochondrie et le cytosol, il a été proposé que les différents ARNt sont importés
avec des efficacités différentes (Tan et al.,, 2002). La protéines Tim17, du complexe membranaire
mitochondrial d'import de protéines (Singha et al., 2008), la protéine mHsp70 (trouvée dans la
matrice mitochondriale; Tschopp et al, 2011) et deux protéines non caractérisées
Tb11.01.4590 et Tb09.v1.0420 (Seidman et al., 2012) sont requises pour 'import d’ARNt dans la
mitochondrie de T. brucei. Le transporteur se situant a la membrane externe de la mitochondrie
n’'est pas encore connu. A I'heure actuelle, deux hypothéses sont proposées : les complexes
mitochondriaux d’'import de protéines et des ARNt ont seulement certains composants en
commun, ou il n’y aurait qu'un seul translocon pour les protéines et les ARNt (Seidman et al,
2012).

Chez T. evansi, la situation est encore plus mystérieuse. Alors que sa mitochondrie n’a
pas de génome a décoder, celle-ci importe quand méme des ARNt. Cela démontre que la
machinerie d'import d’ARNt dans la mitochondrie fait uniquement intervenir des protéines
codées par le génome nucléaire, et pose la question de I'utilité des ARNt importés. Leur fonction
est-elle non canonique, ou I'import est-il conservé chez cette espéce alors qu’il n’est pas utile ? 11
pourrait étre le vestige d’'une mitochondrie anciennement active et qui a a présent perdu son
matériel génétique (Paris et al,, 2011).

Chez L. tarentolae, le mécanisme d’import ne nécessiterait pas de facteur protéique
cytosolique (Figure 19B). Une protéine localisée a la surface de la mitochondrie, la protéine
TAB (« Tubulin antisense-binding protein ») joue le réle de récepteur aux ARNt, dont la
reconnaissance est séquence-spécifique plutét que structure-spécifique (Mahapatra et Adhya,
1996 ; Adhya et al.,, 1997). Cette protéine est également impliquée dans I'import chez L. donovani
(Ghosh et al., 1994) et chez L. tropica (Mahapatra et al.,, 1998 ; Bhattacharyya et al., 2000).

L’un des éléments importants impactant I'import dans la mitochondrie de L. tarentolae
est la thiolation des ARNt au niveau de la base «wobble » de l'anticodon. Il s’agit d'un
déterminant négatif pour ce processus puisque cette modification empéche la translocation des
ARNt dans la mitochondrie (Kaneko et al., 2003). Cette inhibition est spécifique de L. tarentolae
puisque chez T. brucei, la thiolation des ARNt n’affecte pas leur import (Paris et al., 2009 ; Bruske
etal., 2009).

Chez L. tropica, le complexe de translocation des ARN, RIC (« RNA Import Complex »)
localisé dans la membrane interne mitochondriale est bien caractérisé (Figure 19C). Au moins 5

des 11 sous unités, RIC-4A4, -6, -84, -8B et -9 sont requises pour I'import (Bhattacharyya et al,
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2003 ; Chatterjee et al, 2006 ; Mukherjee et al, 2007 ; Adhya, 2008). Le complexe RIC est
multifonctionnel puisqu’il est également essentiel pour le fonctionnement de la chaine

respiratoire mitochondriale (Chatterjee et al., 2006).

(ii) Les Apicomplexes : Toxoplasma et Plasmodium

La preuve d’'une traduction mitochondriale chez les Apicomplexes est récente et
indirecte (Pino et al., 2010) : la molécule antipaludique atovaquone tue P. berghei en ciblant le
cytochrome b, un des trois seuls genes codé par le génome mitochondrial (Siregar et al., 2008).
Or, comme les Kinétoplastides, les Apicomplexes ne possédent pas de géne d’ARNt dans leur
génome mitochondrial (Feagin, 2000). Ceci suppose donc I'import d’ARNt cytosoliques pour
permettre la traduction dans cet organite.

Chez Toxoplasma gondii, six ARNt cytosoliques ont été localisés dans la mitochondrie
(Esseiva et al., 2004) : Ala, Ile, Gln, Ser, Trp et Met-élongateur. Ils sont importés sous leur forme
aminoacylée (Pino et al., 2010). Il est proposé que les ARNt des Apicomplexes sont transportés
par eEF-1a comme c’est le cas chez T. brucei (Bouzaidi-Tiali et al.,, 2007).

A ce jour, un seul article présente la possibilité d'un import d’ARNt dans la mitochondrie
de Plasmodium (Sharma and Sharma, 2015). Les ARNtCys et ARNtPhe seraient importés via une

PheRS spécifique, la seule aaRS éventuellement présente dans la mitochondrie.

3. Circulation du cytosol vers d’autres organelles

L’import d’ARNt cytosoliques dans la mitochondrie de la levure alors que celle-ci code
pour un jeu complet d’ARNt montre qu’on ne peut exclure la présence d'un import dans cette
situation.

Le génome apicoplastique de P. falciparum code pour 25 ARNt différents, aptes a décoder
I'ensemble des codons (Preiser et al., 1995). Celui de T. gondii apparait lui aussi autosuffisant en
ARNt (Pino et al,, 2010). A ce jour, aucun import d’ARNt cytosolique dans l'apicoplaste n’a pu
étre mis en évidence expérimentalement. De méme, aucune publication ne démontre I'import
d’ARNt cytosolique dans les chloroplastes. Le génome des chloroplastes de plantes dites
vasculaires (comme Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum et prés de 400000 autres especes)
contient 30 génes d’ARNt (Sugiura et Wakasugi, 1989 ; Bock, 2007), ce qui est théoriquement
insuffisant pour décoder tous les codons. Dans ce cas, soit cet import existe pour compenser ce
déficit en ARNt, soit il n'y a pas d'import et le « superwobbling » (qui permet a un U non modifié
de s’apparier avec n'importe laquelle des quatre bases en troisiéme position de I'anticodon ;
Rogalski et al., 2008), permet aux seuls ARNt chloroplastiques de décoder 'ensemble des codons

(Alkatib et al., 2012).
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D. Répartition et roles des protéines homologues a Trbp111 chez

les parasites unicellulaires

La protéine tRip (tRNA import protein) de Plasmodium, sujet de ma these, a été identifiée
par homologie de séquence avec Trbp111, le module protéique minimal de liaison aux ARNt
identifié chez A. aeolicus (Morales et al., 1999). Trbp111 est constituée d’'un domaine structural
« OB-fold » (Oligonucleotid Binding). Ce domaine est retrouvé dans tous les organismes,
bactéries, archeae et eucaryotes, seul ou fusionné notamment a des aminoacyl-ARNt synthétases
ou des domaines d’ancrage de complexes multisynthétasiques. Le plus souvent, la présence de
ce domaine augmente la capacité de liaison aux ARNt de la protéine ou du complexe et augmente
l'efficacité d’aminoacylation. De plus, chez les métazoaires, le domaine OB-fold a acquis de
nouvelles fonctions cytokine.

Le domaine OB-fold a fait I'objet d’'une recherche exhaustive dans les banques de
données spécialisées réunissant les génomes des eucaryotes unicellulaires pathogénes
(EupathDB). Ces données sont rassemblées dans une revue afin de faire le point sur la
distribution évolutive de ces protéines ainsi que sur leurs fonctions potentielles dans les

eucaryotes pathogenes.
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In this review, we consider “tRNA binding OB-fold”,
any protein containing a domain homologous to the
bacterial tRNA binding protein Trbp-111. We
recapitulate the ability of OB-fold homologs to bind
nucleic acids and their distribution in evolution.
Functional extension of such proteins is intimately
associated with the addition of new domains during
the evolution especially in eukaryotes. While most of
these proteins have retained their ability to bind
nucleic acids, here we review the current knowledge
about how they developed their complexity to expand
their functions especially in unicellular pathogenic
eukaryotes.

Introduction

The aim of most tRNA is to enable protein synthesis.
tRNAs are molecules with highly conserved three-
dimensional structures. A defining characteristic of the
three-dimensional structure of the tRNA is the " elbow "
where the nucleotides of D- and T- loops interact to give
rise to the L-shape canonical tRNAs (1) (2). In elongator
tRNAs, the D-loop is composed of 8 to 10 residues that
adopt an irregular structure in which the two conserved
guanines at positions 18 and 19 are extruded and are
involved in tertiary interactions with residues W55 and
C56 in the T-loop (Figure 1A). Among the proteins,
which bind to the tRNA elbow, enzymes involved in
tRNA  maturation, modification, aminoacylation,
transport and the factors that guide them through the cell
compartments and on the ribosome illustrate various
tRNA elbow recognition strategies (3). This domain is
also recognized by proteins, that perform no apparent
catalytic function. Such a protein exists in bacteria as an
independent and minimal module called Trbp-111 (tRNA
binding protein 111) (4). Trbp-111 is 111 amino acids-
long polypeptide identified in Aquifex aeolicus. It is
homologous to several other bacterial proteins and
domains of bacterial methionyl-tRNA synthetases
(MetRS) and phenylalanyl-tRNA synthetases (PheRS)
(5) (6) (7) (8). The resolution of the crystal structure of
Trbp-111 and its counterpart in Escherichia coli revealed
a dimeric organization and the presence of a conventional
OB-fold in each monomer (Figure 1B) (9). The tRNA
binding site in Trbp-111 is formed in part by the dimer
interface. Thus, only one tRNA can bind at a time, in
agreement  with  the  experimentally  measured
stoichiometry of one tRNA per Trbp111 dimer (4).

Building a model of the complex between Trbp-111 and
tRNA suggested that Trbp-111 interacts with the outside
corner of the L-shaped tRNA formed by the D- and T-
loops, thus that all tRNA sequences may be bound.
Analysis of Trbp-111 footprint on tRNA showed that the
dimer recognizes asymmetrically the convex side of the
tRNA and protects multiple sites surrounding these
conserved residues in tRNA structures (10). In these
conditions, the apparent dissociation constant (Ky) is 32

nM. Extensive mutagenesis identified 6 aminoacids (K33,
E45, N71, R75, S82 and MS85) important for tRNA
binding, S82 and M85 having the greatest effect (Figure
1B) (9).

Inventory of OB-fold fusions

The attachment of the OB-fold to the tRNA elbow can
significantly increase the binding affinity of the fused
protein and also ensure that the tRNA structure obeys the
canonical L-shape. A tRNA, sandwiched between its
homologous aminoacyl-tRNA synthetase that attaches to
the inside of the L-shaped structure and Trbp-111 bound
outside is still aminoacylated, indicating that the tRNA
tertiary structure is intact (10). Yet, the aminoacylation
rate is increased, suggesting that this tRNA binding
domain acts as a cofactor for aminoacylation, which
stabilizes the fold of the bound tRNA or induces a
conformational adjustment. This feature may have helped
the selection of this domain during evolution. Figure 2
recapitulates protein fusions containing a Trbp-111 OB-
fold domain. OB-folds are fused to different proteins as
aminoacyl-tRNA synthetases (aaRS) and glutathione S-
transferase (GST) or NUDE_C modules. The aaRS
family is an essential component of the translation
apparatus. They catalyze the first reaction step in the
synthesis of proteins, which consists of fixing each amino
acid to its specific tRNA (11). Most of them primarily
recognize non-elbow features of tRNA, like the anticodon
domain and/or the acceptor stem of the molecule (12).
Moreover, the presence of a general tRNA binding
domain in the vicinity of their catalytic site should
facilitate amino acid charging by increasing the local
concentration of the tRNA and allowing maintaining
optimal aminoacylation levels without compromising the
specificity (13). Four aaRSs contain a OB-fold domain,
in many organisms, regardless of their classification
(Figure 2): Bacterial PheRS (class II), MetRS (class I) in



the three domains of life, tyrosyl-tRNA synthetase
(TyrRS) (class I) only in vertebrates and lysyl-tRNA
synthetase (LysRS) (class II) in amoeba. GST or
NUDE_C fusions are found in eukaryotic proteins and
are involved in protein-protein interactions (14). They
allow the formation of protein complexes with aaRSs,
which contributes to the efficiency of translation by
preventing the diffusion of charged tRNA into the
cytoplasm and allows their recycling (15). In mammals,
nine aminoacyl-tRNA synthetases are found in the
multisynthetase complex (MARS) with three auxiliary
proteins: AIMP1, AIMP2 and AIMP3 (16) (17). The C-
terminal OB-fold of AIMP1 (aminoacyl tRNA synthetase
complex interacting multifunctional protein 1) bind
tRNAs and contribute to the efficiency of translation.
AIMP1 dimerization is sustained by its NuDE_c N-
terminal domain, which contains two putative coiled-coil
motifs. The first motif is responsible for its association
with the corresponding motif in AIMP2, whereas the
second motif is required for association of glutaminyl-
(GInRS) and arginyl- (ArgRS) tRNA synthetases to the
complex (18). Yet, its role in delivering tRNA*® to
ArgRS is still controversial (19) (19).

The NuDE_c module of AIMP1 is found exclusively in
vertebrates and correlates with the emergence of an
additional function for its fused OB-fold. AIMP1 is the
precursor of the endothelial monocyte activating
polypeptide II (EMAPII) (20). AIMPI1 is cleaved by
caspase 7 (21) and EMAPII dissociates from the MARS
complex (22). EMAPII only matches the extended OB-
fold domain, which fails in tRNAs binding (apparent KD
of 40 uM) and switch towards its various cytokine
activities in cell signaling and developmental pathways.
In humans, EMAPII has a broad spectrum of action,
which induces apoptosis and migration in endothelial
cells, and migration of inflammation related cell types,
like macrophages and monocytes (23) (24).

OB-fold domain in unicellular pathogenic eukaryotes
EuPathDB is an integrated database covering eukaryotic
pathogen genomes (25). These pathogens are responsible
for a large amount of morbidity and mortality worldwide.
They represent a diverse group of eukaryotic single-
celled organisms, which have only superficial
similarities. They are often referred to as parasites and
cause a variety of diseases in plants and animals. In
human, prevalent eukaryotic pathogens are divided into
(i) intestinal pathogens such Entamoeba histolytica,
Giardia intestinalis or Cryptosporidium parvum, (ii)
urogenital as Trichomonas vaginalis, and (iii) infecting
blood and tissues, like Toxoplasma gondii and
Plasmodium falciparum.

tRNA binding potential of OB-fold in unicellular
eukaryotic pathogens

OB-C : In eukaryotic a single monomer partially mimics
the homodimeric structure of Trbplll, due to a C-
terminal extended OB-fold domain, (26) (Figures 1B,
2B). Many isolated OB-fold domains characterized by
such an prolonged C-terminal sequence but deprived of
any fused N-terminal structural module (Figure 3). They
were designated OB-C in this review and are found in
most pathogens, except Apicomplexa and nearly all fungi
(Table 1). They are about 200 to 300 amino acid long
peptides. Such a close bacterial tRBP-111 homolog has
been studied in the kinetoplastida Trypanosoma (27).
The Kinetoplastida group includes a number of parasites
that cause serious diseases in humans and other animals,
as well as various forms found in soil and aquatic
environments. Diseases caused by its members include
sleeping sickness and Chagas disease, caused by
Trypanosoma species, and leishmaniasis, caused by
Leishmania species.

In T. brucei, the OB-C MCP2 is a component of the
MARS complex encompassing six aaRSs and two other
proteins (MCP1, and MCP3) and contributes to efficient
tRNA-aminoacylation (27). Recombinant MCP2 formed
dimers and show selectivity to tRNAs in vitro. Its
depletion from the cell resulted in slow parasite growth
and decreased infectivity in mouse. This probably reflects
its role in increasing the efficiency of tRNA-
aminoacylation.

OB-C are found as the only OB-fold protein in
Microsporidiae and Diplomonadida both causing
opportunistic intestinal infection in animals. In other
pathogens, up to 3 copies of OB-C genes can be found
(i.e. Trichomonas vaginalis) and or in combination with
GST- or aaRS-OB fusions.

GST-OB in Fungi: Fusions between the OB-fold and a
GST-like domain (as it is the case in plants) (Figure 2A)
are the most abundant version found in eukaryotic
pathogens. The GST fusion is often the only source of
OB-fold in most fungi. A well-known example is Arclp
(aaRS cofacteur 1) from the fungi S. cerevisaie. S.
cerevisiae is now regarded as an opportunistic pathogen,
albeit of low virulence. Overall, existing data indicate
that Arclp has a similar mode of interaction with tRNAs
than Trbp-111. However, the selection and binding of
tRNAs are facilitated by two additional modules: the
extended C-terminal module (like in OB-C), which
recognizes the conserved ‘elbow’ structure of the tRNA
and a N terminal lysine-rich domain, which binds RNA
non specifically (28). The complex Arclp / tRNA was
studied by cross-linking and gel retardation experiments
and showed a binding affinity corresponding to a Kd
value of about 10 nM, which requires both the OB-fold
and the lysine-rich domains (28).



The GST-like module does not possess enzymatic
activity but is used for the assembly of proteins (14).In S.
cerevisiae, it interacts with the N-terminal domains of
Glutamyl-tRNA synthetase (GluRS) and MetRS (29).
Both GIuRS and MetRS have a catalytic benefit by
associating with Arclp, as shown in the in vitro
reconstitution and analysis of the corresponding
complexes (30) (31). Thus the Arclp OB-fold domain is
crucial for the delivery of tRNA®" and tRNAM to their
respective synthetases. The binding of the first tRNA
does not influence the binding efficiency of the second
tRNA, and both tRNA can bind simultaneously to the
complex. However, it is not known if both tRNA can
bind to Arclp simultaneously or if they recognize Arclp
one at a time (32) (28) (30). Moreover, by binding GIuRS
and MetRS, Arclp takes part in their subcellular
localization (33) and the establishment of the switched
fermentation metabolism respiration in yeast (34). It was
also proposed that Arclp could also act as an adapter in
the nucleocytoplasmic trafficking of tRNA (31).

GST-OB in Apicomplexa : The GST-OB fold is present
in Apicomplexa. Many of the apicomplexan parasites are
important pathogens of human and domestic animals and
lead to devastating infections, like malaria and
toxoplasmosis. Apicomplexa parasites presented in Table
1 can be classified into two groups depending on their
hosts. A first group including Cryptosporidium, Neospoa,
Sarcocystis, Toxoplasma and Hammondia, develops in a
unique vertebrate host and a second group including
Babesia, Theileiria, Cytauzoon, Plasmodium, Eimeria
and Gregarina develop in both an insect and a vertebrate
host.

(i) Toxoplasma: The first group of Apicomplexa, with the
exception of Cryptosporidium, contains both GST and
aaRS fusions. The GST-OB found in Toxoplasma gondii
was named Tg-p43. As a dimer, it belongs to a MARS
complex containing 4 aaRSs. When the corresponding
gene was deleted, the parasite appeared to be viable
without any obvious defect in culture and no differences
in infectivity and lethality when injected into mice
compared to the parental strain (35).

(ii) Plasmodium: The GST-OB fusion is the only OB-
fold protein in the second group of Apicomplexa,
characterized by a life cycle in two different hosts.
Plasmodium, the cause of malaria, is representative of
this group. In Plasmodium, tRip (tRNA import protein) is
an Arclp homolog (36). In vitro, tRip binds human
tRNAs with a high affinity and recognizes the elbow of
the molecule via its C-terminal OB-fold. Besides, tRip is
located at the surface of the parasite, its OB-fold being
exposed outside. The presence of a transmembrane
domain, responsible for this peripheral localization was
predicted only in Apicomplexa genomes. It has been
shown that tRip mediates tRNA entrance in the parasite
sporozoites. Plasmodium sporozoites are the infectious

form of the parasite, which accumulates in Anopheles
mosquito’s salivary glands, and which are transmitted to
the vertebrate host. In the absence of tRip, the sporozoite
development is not disturbed apparently, but translation
and parasite infectivity is diminished at the blood stage.
Since mature red blood cells do not contain tRNAs,
authors propose that the observed phenotype would be
the result of either a delayed effect of imported tRNAs at
the sporozoite stage, or tRNA import in reticulocytes
(precursors of red blood cells containing tRNAs).

(iii) kinetoplastida: In Kinetoplastida, the GST-OB
fusion (MCP1) coexists with the MCP2 OB-C. MCP1 is
found in the same aminoacyl-tRNA complex than MCP2
but was not further studied (27).

AaRS-OB

Methionyl- and lysyl-tRNA synthetases

In unicellular pathogens, MetRS is the most profuse
aaRS-OB proteins. It is present in Amoeba, Chromerida,
Oomycetes and some Apicomplexa (group 1, with the
exception of Cryptosporidium). MetRS and lysyl-tRNA
synthetase (LysRS) from E. histolytica share the same
OB-fold (37). Yet again, the tRNA binding module
distinguishes by an extended C-terminal sequence. E.
histolytica is an amitochondriate unicellular protozoan
and the leading cause of dysenteric human deaths in the
world. The disruption of the C-terminal OB-fold affect
the aminoacylation efficiency of the LysRS (40 fold), by
reducing equaly the K, and the K., of the reaction,
suggesting that the OB-fold binds tRNAs. This resembles
other eukaryotic MetRSs containing a C-terminal OB-
fold. Functional studies of O. sativa and C. elegans
MetRSs has led to the conclusion that MetRS OB-fold
domains bind tRNAs as monomers and provide the
enzymes with better catalytic efficiency (38) (39).
Likewise, in O. sativa, the OB-fold produces a stable
complex with tRNA (K,=120 nM) and facilitates
aminoacylation (10-fold increase in K,, for tRNAM
aminoacylation). Interestingly, cognate and non-cognate
tRNAs were found to bind MetRS with similar affinity,
but only tRNAM" was aminoacylated. Therefore the
general RNA binding capacity of the OB-fold did not
interfere with the tRNA aminoacylation selectivity of
MetRS (38).

In vivo, E. histolytica LysRS and MetRS are
proteolytically cleaved and release the C-terminal OB-
fold containing an heptapeptide migration motif
(KVGKIIE). The released OB-fold attracts human
endothelial cells, which in turn generate a
chemoattractant signal for monocytes. Authors propose
that LysRS and MetRS are involved in a strategy to
exploit host's TNF-alpha. TNF-alpha stimulates amoeba
motility, which allows to escape the immune response of
the host (37).



Other aaRS-OB specific for unicellular eukaryots
Interestingly, 3 new aaRS-OB fusions were identified in
EupathDB. They correspond to tryptophanyl- (TrpRS),
GInRS and TyrRS (Figure 3, Table 1). Until now, the C-
terminal OB-fold was not noticed in any TyrRSs from
unicellular eukaryotes and were only known in
arthropods and vertebrates. In these organisms, removing
the OB-fold does not change the TyrRS aminoacylation
activity (40), suggesting that it does not bind tRNAs.
However, in vertebrates this OB-fold is a structural and
functional EMAPII homolog with similar cytokine
functions than the AIMP1 OB-fold. TyrRS and AIMPI
EMAPII domains display also an heptapeptide migration
motif (40) (Figures 1B, 2B): RVGKIIT in AIMP1 and
RIGCIIT in TyrRS. It slightly differs from the LysRS and
MetRS motif (KVGKIIE). This is enough to promote
different chemotactic effects: this specific motif induces
directional migration of mononuclear phagocytes and
polymorphonuclear leukocytes, it activates endothelial
cells by stimulating leukocyte adherence. It also inhibits
angiogenesis, plays a role in regulating tumor vascular
growth, up-regulates the production of TNF, tissue
factors, and the release of myeloperoxidase from
polymorphonuclear leukocytes (41). Amputation of
EMAPII from TyrRS exposes another cytokine tri-
peptide motif, ELR, otherwise buried in the catalytic
domain (42)). This ELR motif stimulates angiogenesis
and begins to appear in insects’ TyrRS, simultaneously
with the addition the C-terminal OB-fold domain.

The presence of TyrRS-OB in isolated unicellular
eukaryotes raises many questions. Amoeba
Acanthamoeba castellanii and the fungi Spizellomyces
punctatus and Batrachochytrium dendrobatidi are 3
pathogens with very distinct hosts and leading to different
diseases. Amoeba A. Castellanii is an opportunistic
human parasite responsible for encephalitis with fatal
consequences. S. punctatus are important members of soil
microbial communities influencing plant production, both
adversely and beneficially and, B. dendrobatidis is an
aquatic fungus, which causes fatal infectious disease in
amphibians by blocking their respiratory organs.
Moreover, TyrRS-OB was also identified in 6 other fungi
genomes (NCBI Blast) that are not considered as
pathogenic by EupathBD: Rozella allomycis, Mortierella
verticillata, Mortierella elongate, Taphrina deformans
(plant pathogen), Gonapodya prolifera and Rhizophagus
irregularis, suggesting that the presence of a TyrRS-OB
is not correlated with the pathogenicity of the fungi.
Genomes of S. punctatus, B. dendrobatidis (Table 1) as
well as Gonapodya prolifera contain not only a TyrRS-
OB but also a GInRS-OB and V. brassicaformis seems to
be the only organism containing a TrpRS-OB. GInRS-
OB and TrpRS-OB fusions don’t have any homolog in
other organisms, thus the putative role played by their
respective OB-fold is enigmatic.

Yipl-OB

Yipl family members are transmembrane proteins. Yipl
participates in the transport pathway that serves to
translocate proteins to their respective membrane
residences. However, the precise function of Yipl in ER
to Golgi membrane transport remains under study (43).
Yipl proteins contain four transmembrane a helices, the
N-terminus is oriented in the cytosol. Thus, in the plant
pathogen Pythium aphanidermatum (Table 1), the C-
terminus OB-fold of the unique Yip1-OB fusion should
also be located on the cytosolic side of the ER.

Conclusions

All eukaryotic unicellular pathogens genomes found in
EupatDB contain at least one copy of OB-fold and show
a propensity to add new modules to this OB-fold. Most of
these N-terminal extensions participate a priori to well-
known tRNA biology. The presence of this unspecific
tRNA binding domain in the neighborhood of aaRSs
catalytic site should increase the binding of the tRNA and
allow optimal aminoacylation levels in these organisms.
Likewise, GST-fusions, which allow the formation of
protein complexes with aaRSs, contribute also to the
efficiency of tRNA charging (e.g. in S. cerevisiae and T.
gondii). However, new function arises in unicellular
eukaryotes. For example, in Plasmodium, the GST fusion
is localized in the parasite membrane and is involved in
tRNA trafficking. The Yip-OB fusion present in P.
aphanidermatum 1is another illustration of a possible
membrane OB-fold tRNA binding domain. Besides,
many of these OB-fold proteins are isolated polypeptides
with no acknowledged structural N-terminal domain. In
this circumstance, when the OB-fold is outside an
“aminoacylation context” (aaRS or MARS), one wonders
about the selectivity of this domain towards tRNA
sequences. Deinert and collaborators showed that under
competition conditions, the OB-fold of Arclp binds
preferentially to a subset of tRNA species, not only to
tRNAM and tRNAM® but also to tRNA™, tRNAM, and
tRNA™® (30). These tRNAs display G-C elements that
may act as positive determinants for the interaction with
the OB-fold. This selectivity is reminiscent of the initial
identification of Arclp as a protein (named G4pl) with
affinity for DNA and RNA G-quadruplex (44). Indeed
Arclp binds DNA or RNA quadruplex structures which
are found in gene promoters, both 5* and 3’ untranslated
regions and especially in subtelomeric regions (45).
While retaining the amino acids responsible for tRNA
binding (especially N71, S82 and MS85), does the
resulting fusion proteins developed other roles? The
presence of heptapeptide migration motifs would be
consistent with the possibility that some OB-fold
domains retrieved in this parasites’ genomes might be
involved in interaction with host target cells. No accurate
sequence homology with the consensus sequence
XIGXI(VA)(T/E) (Figure 4) is found in pathogenic



eukaryotic unicellular proteins, except in Entamoeba
LysRS and MetRS (37). However, in Chromerida (algal
ancestry of malaria parasite), Oomicetes (plant parasites),
Spironucleus salmonicida (fish parasite) and some
Microsporidia (infect insects and vertebrates), some X-
OB or GST-OB sequences differs only by one amino acid
from this consensus sequence. This is particularly true in
Trichomonas vaginalis (the parasite responsible for
trichomoniasis), where the 4 OB-fold-containing proteins
encoded by the genome display conserved heptapeptide
sequences where only the amino acid at position 7 is
different from the consensus sequence (RVGKIVK,
RVGKIVS, RVGKIIH and RVGKIIQ). Likewise, most
of the aaRS-OB identified (Table 1) show only few
changes in this migration heptapeptide sequence (Figure
4). For example, in S. punctatus, a plant pathogen, TyrRS
not only contain a RVGRIVD heptapeptide sequence in
its OB-fold domain, but has also a ELR sequence which
aligns with the ELR sequence exclusively found in
insects and vertebrate TyrRSs. Though, does it make
sense when the pathogen infects plants? Further studies
will be necessary to determine potential structure-
function relationships precisely. Yet, the discovery in
pathogens of fusion homologous to the vertebrate TyrRS-
OB raises interesting question concerning its evolutionary
history.

The accumulation of new aaRSs-OB in pathogenic
unicellular eukaryotes reflects the growing biological
complexity of this domain. The emergence of these
unsuspected domains fused to the OB-fold, its (neglected)
affinity for G-quadruplex structures as well as the
conservation of potential cytokine sequences, suggests
their involvement in a wide range of unsuspected
biological functions.
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Table 1: list of OB-fold-containing proteins identified in EupathDB genomes.

Both the sequences of S. cerevisiae Arclp and A. aeolicus Trbpl11 were blasted against each EupathDB databank. X-
OB means that no defined structural domain was identified at the OB-fold N-terminal extremity. GST-OB and aaRS-OB
means that the OB-fold is fused at the C-terminal extremity of GST or of an aaRS, respectively. Proteins that are

indicated in red correspond to new aaRS fusions.
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Figure 1: Structure of tRNA and tRNA binding OB-fold domains. (A) Crystal structure of S. cerevisiae tRNA®™?
(46). The D- and T-loops are in blue and the 4 nucleotides G18, G19 (D-loop), pseudouridine W55 and C56 (T-loop)
involved in the formation of the tRNA elbow are indicated. (B) Crystal structure of OB-fold domains. The A.
aeolicus dimeric Trbpl11 structure (9) shows one monomer in blue and the second in grey. In the structures
corresponding to S. cerevisiae Arclp (47), human AIMPI1 (26) and TyrRS (45) OB-folds, the Trbpl11 conserved
domain is shown in blue and the extended C-terminal domain is indicated in green. The extended C-terminal domain
mimicks the dimeric structure of Trbpl11. The migration motifs (RVGKIIT in AIMP1 and RIGCIIT in TyrRS) are
shown in purple. Aminoacids identified as essential for tRNA binding (K33, E45, N71, R75, S82 and M85) are
indicated with black sticks. The structures were prepared with PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System,
Version 1.8 Schrodinger, LLC. https://www.pymol.org/).
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Figure 2: Evolution and organization of OB-fold-containing proteins. (A) Phylogenetic tree based on the
classification by (48), indicating N-terminal domains fused to the OB-fold, which were identified and studied in
prokaryotes (bacteria and archae) and eukaryotes. The number of genes identified in each taxon are indicated in
brackets. (B) Modular organization of OB-fold-containing proteins. The OB-fold domain is shown in blue, the
extended C-terminal domain in green, the migration heptapeptide signal in purple and the conservation of
aminoacids involved in tRNA binding are indicated with black stars.
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Figure 3: Modular organization of OB-fold-containing proteins from pathogenic unicellular eukaryotes. The same color
code than in Figure 2 B was used.

Species Protein Heptapeptide

Mus musculus AIMP1 RIGRIVT
RIGRIIT
AIGRIVT
(RIGRAVT)
Homo sapiens AIMP1 RIGCIIT
TyrRS RVGKIIT
E. invadens LysRS RVGEIVE
MetRS RVGQIVE
E. histolitica LysRS RVGKIVE
MetRS RVGKIVE
E. moshkovskii LysRS KVGKIVE
MetRS KVGKIVE
E. dispar LysRS KVGKIIE
MetRS RVGKIVE

CONSENSUS
V. brassicaformis TrpRS RVGRILE
N. floweri MetRS RVGQIET
A. castellanii TyrRS KVGRIVD
S. punctatus TyrRS RVGRIVD
G1nRS CVGRILD
B. dendrobatidis TyrRS RVGKVIE
G1nRS CVGRILD
G. prolifera TyrRS RVGRIVS
G1nRS RVGKIKS
M. elongata TyrRS RVARILE
M. verticillata TyrRS RVARILE
R. allomycis TyrRS VVGEIKE
R. irregularis TyrRS RVAKIIK
T. deformans TyrRS RVGLIED

Figure 4

Figure 4: Sequence of the migration heptapeptide signals and possible conservation in eukaryotic pathogen’s aaRS-OB
fusions. The mouse migration heptapeptide sequence and the related mutants were retrieved from (49). The consensus
sequence was determined based on this study and the sequences found in human AIMPland TyrRS and in amoeba
MetRS and LysRS. Putative migration heptapeptides from unicellular eukaryotes were identified by alignment of their
OB-fold with human AIMPl1 and TyrRS and amoeba MetRs and LysRS OB-folds using Clustal
(http://www.ch.embnet.org/software/Clustal W.html)

10



E. Objectifs de la these

Mon travail de these s’inscrit dans le projet du laboratoire sur la protéine tRip, initié par
la doctorante Tania Bour et la post-doctorante Nassira Mahmoudi-Kaidi. La protéine tRip a été
identifiée par bioinformatique, par homologie de séquence au domaine de liaison bactérien aux
ARNt : tRBP111 (Partie D de cette introduction; Morales et al, 1999). Cette protéine a été
baptisée tRip, pour tRNA Import Protein. Cette protéine est constituée de trois domaines
(Figure 20A) : un domaine N-terminal intracellulaire sans homologie certaine, un domaine
transmembranaire, et enfin le domaine de liaison aux ARNt localisé a I'extérieur du parasite

(Figure 20B).
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Figure 20: La protéine tRip est localisée a la surface du sporozoite de P. berghei. (A)
Schéma de la protéine : le domaine C-terminal de liaison aux ARNt est extracellulaire, un linker
le relie au domaine membranaire et enfin, le domaine N-terminal sans homologie apparente est
intracellulaire. (B) L'immunolocalisation de tRip sans perméabilisation préalable du parasite
indique que la protéine est localisée a la périphérie du parasite. De plus, 'utilisation d’un
anticorps dirigé spécifiquement contre le domaine C-terminal démontre que ce domaine est
accessible sans perméabilisation de la membrane et est donc localisé a I'extérieur de la cellule.

Les différentes expériences menées in vitro ont permis de confirmer la capacité de cette
protéine a lier spécifiquement les ARNt par reconnaissance de leur structure tridimensionnelle
et a priori de facon indépendante de la séquence. In vivo, chez Plasmodium berghei (P. berghei),
qui est le parasite murin cultivé dans le laboratoire, cette protéine est détectée chez tous les
stades testés (dans le moustique, dans le foie et le sang de I'hote vertébré). La prédiction
bioinformatique a été confirmée en démontrant que cette protéine est une protéine intégrale de
membrane et est présente a la surface du sporozoite. Enfin, in vitro, les sporozoites sont non

seulement capables de lier les ARNt exogénes mais aussi de les importer dans leur cytoplasme.
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Le stade sporozoite a été choisi car, lors de la traversée cellulaire (étape durant laquelle le
parasite quitte la peau pour rejoindre le foie en traversant de nombreux types cellulaires), et
contrairement aux autres stades de développement, le parasite n’est pas enveloppé dans une
vacuole parasitophore. L’absence de cette vacuole lui permet donc d’étre en contact direct avec
les ARNt cytoplasmiques de la cellule hote. C’est pourquoi nous pensons qu’in vivo, 'import
d’ARNt de I'hote pourrait se faire lors de cette étape. L’'implication de la protéine d’intérét dans
ce mécanisme d’'import a été vérifiée en montrant que les sporozoites ne sont plus capables
d'importer les ARNt (i) en présence d’anticorps bloquant spécifiquement le domaine carboxy-
terminal de la protéine et (ii) dans le mutant tRip-KO.

L’entrée d’ARNt exogenes dans une cellule (quelle qu’elle soit) n’a été rapportée par
aucune autre étude dans la littérature. Ces résultats ont mis en évidence une interaction hote-
parasite inédite qui souléve de trés nombreuses questions, en particulier sur le réle de I'import
d’ARNt exogénes dans la physiologie de Plasmodium. Au cours de ma these, j'ai étudié les
conséquences de l'absence d’import d’ARNt sur le développement du parasite chez I'hote
vertébré. Dans ce but, j'ai (i) recherché si la protéine tRip et donc I'import d’ARNt étrangers sont
essentiels a la survie du parasite, (ii) défini I'étape du développement du parasite affectée par
cet import, (iii) étudié si I'import d’ARNt a un impact sur 'efficacité de la synthése protéique du

parasite ou sur son protéome et (iv) identifié les partenaires protéiques de tRip in vivo.
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A. Le sporozoite importe des ARNt exogéenes

Les parasites du genre Plasmodium, responsables du paludisme, sont transmis aux
vertébrés par une piqlire de moustique. Pour se développer et se multiplier, ces parasites
intracellulaires de 'embranchement des Apicomplexes ont développé divers mécanismes pour
exploiter leurs hotes. Parmi ces mécanismes figure le prélevement de petits métabolites des
cellules infectées, comme les purines ou les acides aminés. Jusqu’'a présent, rien ne supposait
que les ARNt de I'héte pourraient étre exploités par le parasite. Nous avons identifié un gene
unique chez les Apicomplexes, dont la séquence code pour un domaine membranaire et un site
de liaison aux ARNt. Cette protéine, nommée tRip pour « tRNA import protein », est ancrée dans
la membrane plasmique du parasite et dirige I'import d’ARNt exogénes. En I'absence de tRip,
I'intensité de multiplication des parasites au stade sanguin est significativement réduite,
suggérant que le parasite aurait besoin des ARNt de 'hote pour assurer sa propre traduction, ou
comme molécules régulatrices. Ainsi, Plasmodium est le premier exemple, a notre connaissance,
d’'une cellule capable d'importer des ARNt exogenes. Ce mécanisme suggére une adaptation

remarquable de ce parasite pour étendre son atteinte a la biologie de la cellule hote.

Mon travail a commencé par I'établissement de la souche de P. berghei délétée du géne
codant pour la protéine tRip. La transgénése est une méthode couramment utilisée pour
caractériser le role d’'une protéine in vivo, ou plutét le mécanisme qui lui est associé, dans notre
cas. Ce travail a été fait en collaboration avec I'équipe du Dr. Robert Ménard de I'Institut Pasteur
de Paris. Le géne TRIP a été remplacé par le géne de la protéine fluorescente mCherry et un gene
de résistance a la pyriméthamine par double recombinaison homologue. L'obtention de la
souche PbtRip-KO, identifiable en particulier grace a la présence du marqueur de fluorescence
mCherry (et donc différenciable de la souche sauvage utilisée exprimant la GFP), a été une étape
décisive dans mon projet. Elle a établi I'outil nécessaire pour répondre aux questions
biologiques que nous nous posons.

J'ai vérifié, d’abord de facon qualitative, que la souche délétée est viable a tous les stades
de développement du parasite. J'ai cultivé la souche tRip-KO dans les souris ou j’ai pu observer
des trophozoites (Figure 21A, B), des schizontes et des gamétocytes dans les proportions
habituelles (respectivement environ 85, 11 et 4% des parasites totaux). Dans les moustiques, les
oocinétes, ookystes (Figure 21C) et sporozoites (Figure 21D, E) observés sont d’apparence
normale. La présence de tous ces stades de développement indique le caractére non essentiel de

la protéine tRip tout au long du cycle de P. berghei.
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Figure 21: La souche tRip-KO est viable au long du cycle de vie de Plasmodium. (A)
Trophozoite jeune (ou anneau) a gauche, trophozoite mature a droite (érythrocyte: 7 pm) (B)
Polyparasitisme : deux trophozoites dans un méme érythrocyte. (C) Ookystes (100 um de
diamétre). (D) Sporozoite (10 pm de longueur sur 1 pum), vu sous lumiére blanche et (E) en
fluorescence. Les photos A, B, D et E ont été prises au microscope Olympux BX51 a l'aide du
logiciel Cell D. La photo C a été prise au macroscope Nikon AZ100 a l'aide du logiciel NIS-
Element.

L’incapacité des sporozoites tRip-KO a importer des ARNt exogenes a été vérifiée,
confirmant ainsi les résultats antérieurs démontrant le réle de tRip dans l'import d’ARNt. Le
phénotype de la souche délétée a ensuite été évalué a chacun des stades de développement par
un ensemble d’expériences menées in vitro et in vivo, en le comparant a la souche sauvage de
référence. Les stades de développement chez le moustique et dans le foie (ookystes, sporozoites,
schizontes hépatiques) ne different pas entre la souche sauvage et la souche tRip-KO. En
revanche, le développement du stade sanguin est altéré chez la souche tRip-KO par rapport a la
souche sauvage (Figure 22). C’est un résultat que j'ai obtenu par co-injection de parasites au
stade sanguin sauvage (WT) et tRip-KO a des souris C57BL/6, et qui a été répété chez nos

collaborateurs.
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Figure 22 : La capacité a se multiplier dans les érythrocytes est fortement réduite chez P.
berghei tRip-KO. Un groupe de souris a été injecté par intraveineuse avec un mélange
équivalent en érythrocytes infectés par la souche WT et par la souche tRip-KO, puis la
parasitémie ainsi que la proportion de parasite tRip-KO/parasites WT ont été évaluées. Le sang
des souris infectées a été transféré a de nouveaux groupes de souris, et ce trois fois en tout, en
continuant d’évaluer la parasitémie et le rapport KO/WT. Au fur et a mesure des jours et des
passages, la proportion de parasites tRip-KO diminue drastiquement pour atteindre zéro: le
quatriéme groupe de souris n’est infecté que par des parasites WT.

L’ensemble de ce travail a été publié dans le journal PNAS en avril 2016 : PNAS (2016)
113,4717-4722.

Apicomplexa-specific tRip facilitates import of exogenous tRNAs into malaria
sporozoites.

Delphine Kapps!, Tania Bourl, Nassira Mahmoudi-Kaidi!, Sabine Thiberge, Daniel
Bargieri, Robert Ménard, Magali Frugier.

1: Tania, Nassira et moi-méme sommes co-premiers auteurs de ce travail

47



48



[ T

/

1\

=y

CrossMark
& click for updates

Apicomplexa-specific tRip facilitates import of
exogenous tRNAs into malaria parasites

Tania Bour®", Nassira Mahmoudi®', Delphine Kapps®', Sabine Thiberge®, Daniel Bargieri®?, Robert Ménard®,

and Magali Frugier®?

@Architecture and Reactivity of RNA, University of Strasbourg, CNRS, Institute for Molecular and Cellular Biology, 67084 Strasbourg Cedex, France; and

PMalaria Biology and Genetics Unit, Pasteur Institute, 75015 Paris, France

Edited by Paul Schimmel, The Skaggs Institute for Chemical Biology, La Jolla, CA, and approved March 15, 2016 (received for review January 11, 2016)

The malaria-causing Plasmodium parasites are transmitted to ver-
tebrates by mosquitoes. To support their growth and replication,
these intracellular parasites, which belong to the phylum Apicom-
plexa, have developed mechanisms to exploit their hosts. These
mechanisms include expropriation of small metabolites from in-
fected host cells, such as purine nucleotides and amino acids. Here-
tofore, no evidence suggested that transfer RNAs (tRNAs) could
also be exploited. We identified an unusual gene in Apicomplexa
with a coding sequence for membrane-docking and structure-
specific tRNA binding. This Apicomplexa protein—designated tRip
(tRNA import protein)—is anchored to the parasite plasma membrane
and directs import of exogenous tRNAs. In the absence of tRip, the
fitness of the parasite stage that multiplies in the blood is significantly
reduced, indicating that the parasite may need host tRNAs to sustain
its own translation and/or as regulatory RNAs. Plasmodium is thus the
first example, to our knowledge, of a cell importing exogenous
tRNAs, suggesting a remarkable adaptation of this parasite to extend
its reach into host cell biology.

tRNA | Plasmodium | trafficking

In Plasmodium, the causative agent of malaria, the nuclear
genome has a minimal set of 45 transfer RNA (tRNA) genes,
with only one gene per tRNA isoacceptor (1). This single-gene
feature is an exception among eukaryotes, where tRNA genes
are usually present in multiple copies. Discrepancies between
codon use and expression levels of corresponding tRNAs were
also observed in Plasmodium falciparum blood stages (2). These
considerations raise the possibility that, under at least some
conditions, the parasite may need an additional source of tRNAs
and possibly rely on the import of exogenous tRNAs.

tRNA trafficking is only known to occur between compartments
within eukaryotic cells. For example, nuclear-encoded tRNAs can
transit from the nucleus to the cytoplasm, return to the nucleus,
and be re-exported to the cytoplasm, depending on the tRNA
maturation status and cellular environment (3). Cytoplasmic
tRNAs are also imported into mitochondria (and chloroplasts) and
participate in protein synthesis, mainly to supplement incomplete
sets of organellar tRNAs (4). Which tRNAs are imported, and the
mechanisms used for their transport, diverge considerably among
organisms (5, 6). With these considerations in mind, we identified a
Plasmodium genome-encoded protein that has motifs associated
with tRNA binding. We show that this surface protein binds and
imports exogenous tRNAs from the extracellular space into the
parasite and that its deletion affects parasite development.

Results

Identification of Plasmodium tRip. A widely distributed tRNA bind-
ing motif is exemplified by a minimal tRNA binding protein—
Trbplll—that was first identified in Aquifex aeolicus (7). This
free-standing homodimeric protein specifically binds tRNA by
recognizing its characteristic elbow structure. Other proteins that
contain this motif include the yeast aminoacyl-tRNA synthetase
cofactor 1 (ARClp) (8), the metazoan AIMP1 (9), and Toxoplasma
gondii Tg-p43 aminoacyl-tRNA synthetase interacting proteins (10).

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1600476113

Like Trbp111, ARClp and AIMP1 bind tRNAs. Consistently,
Tg-p43 is part of a multisynthetase complex, suggesting a
tRNA-binding capability. We identified a gene encoding a 402-
amino-acid Plasmodium protein (PF3D7_1442300 in P. falci-
parum) with a Trbpl11-orthologous domain at its C terminus
and an N-terminal region exhibiting a transmembrane helix
motif (https://www.predictprotein.org:443/) (Fig. S1). Anticipating
that this protein might import exogenous tRNAs, we designated it as
tRip (tRNA import protein). We define tRip orthologs as proteins
containing a C-terminal tRNA binding domain and a predicted
transmembrane helix motif, which we found only in Apicomplexa, a
phylum of parasitic protists that contains other human patho-
gens such as Toxoplasma and Cryptosporidium, in addition to
Plasmodium (Fig. S2).

P. falciparum tRip Binds Human tRNAs. In an in vitro assay, recombi-
nant P. falciparum protein PftRip binds human native unfractio-
nated tRNAs (Fig. 14). The apparent dissociation constant (Ky)
of 5 nM is of the same order of magnitude as that reported for
Trbp111 (32 nM) (7) and ARClp (5-10 nM) (11), and more
than one order of magnitude lower than that observed for
AIMP1 (200 nM) (12). To delineate PftRip tRNA binding ac-
tivity, this experiment was repeated with fragments PftRip;_174
(containing the transmembrane helix) and PftRip;14 402 (con-
taining the Trbpl11-like domain). Only the C-terminal module
(PftRip214-402) binds tRNAs, with an apparent Ky of 15 nM
(Fig. 1 B and C). These experiments suggest that PftRip has a
similar or higher affinity for tRNAs than Trbp111, ARClp, and
AIMP1 and that the C-terminal domain of the protein is
responsible for this binding activity.

Significance

We identified a membrane protein that is unique to Plasmo-
dium (malaria-causing parasite) and its phylogenetic family
members. This protein is localized at the parasite’s surface,
binds transfer RNAs (tRNAs) specifically, and directs the import
of exogenous tRNAs into the parasite. In the absence of this
protein, the parasite’s development is severely reduced. We
propose that Plasmodium diverts tRNAs from host cells to
support its life cycle and discuss the biological pertinence of
this unprecedented host-pathogen interaction, as well as the
possible fate of imported tRNAs.
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Fig. 1. Binding capacity and specificity of recombinant PftRip for tRNAs. Band

shift assays were performed with radiolabeled crude extracts of human tRNA
and increasing concentrations of (A) PftRip, (B) PftRip214-402, and (C) PtRip1_174.
Bound tRNAs were visible at three different positions corresponding to mo-
nomeric (M), dimeric (D), and tetrameric (T) forms of PftRip. (D) Competition
assays were conducted in the presence of RNA from different species (Xenopus
laevis 55 rRNA, calf liver 18S and 28S rRNAs, total human RNA and crude ex-
tracts of human tRNA). C, control experiment without RNA competitor.

To investigate the specificity of PftRip,14.40> for tRNAs com-
pared with other RNAs, we conducted competition experiments
with different pools of RNAs: (i) 5S ribosomal RNA (rRNA),
(@) 18S and 28S rRNAs, (iii) total RNAs, including tRNAs, and
(v) unfractionated tRNAs. Only extracts containing tRNAs (total
RNAs or crude tRNAs) competed efficiently with a preformed
complex between labeled human tRNAs and PftRips14_402
(Fig. 1D). We then carried out an RNA footprinting analysis to
identify contact points between PftRip and tRNAs. PftRip binds to
the outside corner of the L-shaped tRNA molecule (Fig. S3 A and
B). To further characterize tRNA recognition, we determined
whether PftRip could still engage the tRNA in the yeast aspartyl-
tRNA synthetase (AspRS)/AtRNA™P complex (13). AspRS recog-
nizes the “inside” of the L-shaped tRNA. This experiment showed
that both PftRip and AspRS bind simultaneously to tRNA®P
(Fig. S3C). The formation of this ternary complex confirms that
PftRip binds only to the outside of the L-shaped tRNA structure. A
similar ternary complex has been observed for tRNA™, Trbpl11,
and isoleucyl-tRNA synthetase (14).

Expression and Subcellular Localization of tRip in P. berghei. The
Plasmodium life cycle is complex, involving several parasite stages.
The parasite multiplies in the midgut of the mosquito vector and
inside hepatocytes (15) and erythrocytes (16) in the mammalian
host (Fig. S44). Analysis of transcriptomic and proteomic data
from P. falciparum and P. yoelii (plasmodb.org/plasmo/) indicates
that tRip is produced virtually constitutively during the parasite
life cycle, i.e., in asexual and sexual blood stages (17-19), mosquito
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forms (20), and pre-erythrocytic stages (21, 22). Likewise, Toxo-
plasma (23) or Cryptosporidium (24) transcriptomic databases do
not show any significant variations in tRip mRNA expression.
Immunofluorescence assays with purified anti-PftRip;14 402 anti-
bodies (Fig. S4B) confirmed the presence of tRip in P. berghei
extracellular ookinete and sporozoite stages and intracellular
hepatocytic and erythrocytic stages (Fig. S4C).

Assays using salivary gland sporozoites revealed similar periph-
eral fluorescence staining for tRip and the major surface protein,
CSP (circumsporozoite protein; Fig. 24). As the sporozoite pellicle
contains an outer membrane (plasma membrane) and two inner
membranes, we used the differential solubility characteristics of
these membranes toward Triton X-100 to more precisely localize
tRip (25). In untreated sporozoites, the fluorescence signals gen-
erated by tRip and CSP were evenly distributed at the parasite
periphery (Fig. 2B). Fluorescence at the periphery was lost fol-
lowing outer membrane disruption with Triton X-100. This obser-
vation demonstrates that tRip is anchored to the plasma membrane
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Fig. 2. tRip localization. (A) Coimmunolocalization assays on P. berghei spo-
rozoites. The major sporozoite surface protein CSP and tRip were probed with
anti-CSP antibodies and anti-PftRip214-402, respectively, and the sporozoite nu-
cleus was stained with DAPI. (B) Extraction of tRip with Triton X-100 (TX-100).
TX-100 selectively removes the plasma membrane and its associated proteins
(CSP and tRip), whereas the inner membrane complex is resistant to this
treatment (25). Sporozoite integrity is shown by GFP staining, with CSP staining
shown to verify successful Triton X-100 extraction. (Scale bars, 2 pm.) (C) Sub-
cellular localization of tRip in asexual blood-stage parasites of P. berghei. The
schizont of P. berghei was doubly labeled with mouse anti-MSP-1 antibody
(surface marker, red) and rabbit anti-tRip antibody (green). Nuclei were visu-
alized with DAPI (blue). (Scale bars, 5 um.) (D) Protease protection assays on
blood-stage parasites. Assays were performed with schizonts freed from
erythrocytes, treated with trypsin, and probed with anti-PftRip214-40> antibody.
GFP was used as a cytosolic control, digested by trypsin only under denaturing
conditions (+ Triton). (E) Carbonate vs. Triton extraction of membrane proteins
from blood-stage parasites (schizonts). Both tRip and the apical membrane
antigen 1 (AMA-1) (41) were found in the membrane pellet after Na,Cos
treatment and were released into the supernatant only on Triton treatment.

i

Bour et al.


http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1600476113/-/DCSupplemental/pnas.201600476SI.pdf?targetid=nameddest=SF3
http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1600476113/-/DCSupplemental/pnas.201600476SI.pdf?targetid=nameddest=SF3
http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1600476113/-/DCSupplemental/pnas.201600476SI.pdf?targetid=nameddest=SF3
http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1600476113/-/DCSupplemental/pnas.201600476SI.pdf?targetid=nameddest=SF4
http://plasmodb.org/plasmo/
http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1600476113/-/DCSupplemental/pnas.201600476SI.pdf?targetid=nameddest=SF4
http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1600476113/-/DCSupplemental/pnas.201600476SI.pdf?targetid=nameddest=SF4
www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1600476113

[ T

/

1\

BN AS  PNAS D)

of the sporozoite, presumably via its protein transmembrane helix
motif (Fig. S1), thus enabling interaction with exogenous tRNAs.
Additionally, in blood-stage parasites, tRip and the surface
protein MSP-1 colocalize (Fig. 2C). Protease protection assays on
the parasite blood stage confirmed this cell surface localization
(Fig. 2D) because signals corresponding to AMA-1 (apical mem-
brane antigen 1) and tRip both vanished on trypsin treatment.
Comparison of carbonate vs. detergent extraction showed that tRip
behaves like AMA-1 and is only found in the reaction supernatant
after Triton extraction and not after lysis or Na,COj3 treatment,
indicating that it is an integral membrane protein (Fig. 2E).

Plasmodium Sporozoites Import Exogenous tRNAs. All Apicomplexa
have in common the sporozoite stage. Unlike blood stages, the
sporozoite is an accessible extracellular stage, which is charac-
terized by its motility and its ability to traverse cells (26-28)
without forming a parasitophorous vacuole. Thus, this parasite
stage has an opportunity to directly interact with host tRNAs.
For these reasons, we tested the ability of tRip to uptake exog-
enous tRNAs into P. berghei sporozoites. A FISH experiment
was performed with Escherichia coli tRNAY? and live or heat-
treated sporozoites (50 °C for 30 min). Import of E. coli tRNAV™!
was observed only in live WT parasites (Fig. 34). tRNA import
was also observed with sporozoites of two other Plasmodium
species: P. falciparum and P. yoelii (Fig. 34).

To examine whether this import is specific for tRNAs (as im-
plied by the RNA binding assays above; Fig. 1D), live P. berghei
sporozoites were incubated with Alexa Fluor-labeled in vitro-
transcribed E. coli tRNAY* and with human 5S rRNA (control).
The fluorescent E. coli tRNAV™ transcript entered and accumu-
lated inside the parasite, whereas the fluorescent 5S rRNA did not
(Fig. S5). Radiolabeled full-length tRNAs from mouse hepato-
cytes (Hepal-6 cells) were protected from extracellular RNase
treatment inside live but not heat-treated sporozoites (Fig. 3B).
Based on these results, we conclude that full-length tRNAs enter
sporozoites by an active process.

In a first attempt to show that import was dependent on tRip,
sporozoites were incubated with an anti-PftRip;14 40, antibody to
block tRNA binding in a FISH experiment. The number of par-
asites demonstrating tRNA import was drastically reduced (Fig.
4A4). Addition of increasing concentrations of recombinant PftRip
restored tRNA import, presumably by competing for the antibody.
At higher PftRip concentrations, tRNA import ultimately declined
because PftRip also competes for exogenous tRNAs (Fig. 44).

P. berghei tRip Is Important for Normal Blood-Stage Growth. To
assess tRip importance to parasite survival, the tRip-encoding
gene (TRIP) was knocked out and replaced in the genome of the
WT P. berghei ANKA strain by the hDHFR selectable marker
and an mCherry cassette via double cross-over homologous re-
combination (29). Several independent tRip-KO clones were
isolated, and successful recombination and the absence of tRip
expression were confirmed by Southern and Western blot, re-
spectively (Figs. S64 and S74).

To confirm that tRNA import in sporozoites is indeed tRip
dependent, the tRNA import assay was repeated with tRip-KO
sporozoites. As expected, tRNA import was not observed in any
tRip-KO sporozoite (>100 sporozoites were examined), consis-
tent with complete ablation of tRNA import had occurred on
KO of TRIP (Fig. 4B).

To determine whether tRip played any role in blood-stage rep-
lication, mice were coinfected with tRip-KO (mCherry*)- and
GFP-encoding WT blood-stage parasites. The proportions of red
and green fluorescent parasites were scored consecutively for
4 d during the parasite exponential growth phase (Fig. 54 and Fig.
S6B). The proportion of tRip-KO parasites decreased at each
multiplication cycle compared with WT parasites. Furthermore, the
tRip-KO parasite was completely absent in mouse blood after only
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Fig. 3. Import of tRNAs in Plasmodium sporozoites. (A) P. berghei, P. yoelii,
and P. falciparum WT sporozoites were incubated with (+) or without (=)
E. coli tRNAV?' and were subjected to FISH. Due to high sequence similarities
between mammalian and plasmodial tRNAs, E. coli tRNAV? was chosen as a
template so that a specific FISH probe could be designed [3’ end-labeled with
Texas Red (TxRd)] that does not cross-hybridize with any Plasmodium en-
dogenous tRNAs. On tRNA import, about 80% of sporozoites (WT P. berghei,
P. yoelii, and P. falciparum) hybridized the fluorescent probe. (Scale bars,
2 um.) (B) Radioactive tRNAs from mouse Hepa1-6 cells were cosedimented
with both infectious and noninfectious P. berghei sporozoites in the absence
(Left) and presence (Center and Right) of RNase A. Following extracellular
RNase treatment, intracellular sporozoite endogenous tRNAs were undamaged
(Right), and exogenously added radiolabeled tRNAs were observed within liv-
ing sporozoites only (Center), indicating tRNA import had occurred. Additional
bands correspond to tRNA aggregation resulting from phenol extraction.

four successive passages (Fig. SB). Thus, tRip appears to confer a
selective advantage to the parasite during blood-stage infection.

We hypothesized that this phenotype might be a consequence of
reduced translational activity in blood-stage tRip-KO parasites. To
test this hypothesis, metabolic labeling was performed with [*S]
methionine. After 2 and 4 h, equal amounts of [*°S]-labeled par-
asites were analyzed by SDS/PAGE (Fig. S6C). WT and tRip-KO
parasites showed the same translational profiles, with more intense
labeling for WT, suggesting that translation is globally reduced in
the absence of tRip.

To test whether tRip-KO parasites displayed any other pheno-
type during the parasite life cycle, Anopheles stephensi mosquitoes
were infected with blood-stage parasites. tRip-KO clones de-
veloped normally inside mosquito midguts (Fig. S7B) and yielded
normal numbers of sporozoites in mosquito salivary glands
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Fig. 4. tRip triggers tRNA import. (A) Import of tRNAs in P. berghei WT
sporozoites was inhibited in the presence of anti-PftRip;14-402 antibody. It
was gradually rescued following the addition of low concentrations of
recombinant PftRip protein (80 and 160 nM). Higher PftRip concentrations
(320 and 760 nM) lead to tRNA sequestration thereby reducing import.
Values correspond to the percentage of tRNA-importing sporozoites (n =
50), means are from three independent experiments, error bars are SDs,
unpaired t test: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ns indicates that values
are not significantly different (P > 0.1). (B) P. berghei WT and tRip-KO spo-
rozoites were incubated with (+) or without (=) E. coli tRNAY?' and were

subjected to FISH. Because the tRip-KO parasite expresses mCherry, the
probe was 3’ end-labeled with Alexa Fluor 488 (A488). (Scale bars, 2 um.)

(Fig. S7C). Sporozoite infectivity in vivo was then measured by
comparing prepatent periods of infection following i.v. injection of
5 x 10 WT or mutant salivary gland sporozoites (per 4-wk-old
C57BL/6 mouse, five mice per group). Blood-stage parasites were
detected in all mice 3 d after injection, and parasitemia at day 4
was indistinguishable between WT and tRip-KO (cl4) parasites
(~0.06% each), indicating that tRip-KO sporozoites induce a
normal pre-erythrocytic phase in the mouse (Fig. S7D). In vitro,
tRip-KO parasites developed efficiently inside HepG2 hepatoma
cells, releasing similar numbers of merozoites as WT parasites
(Fig. S7 E-G). Therefore, the lack of tRip in P. berghei appears
to affect the growth of only blood-stage parasites.

Discussion

Our findings demonstrate a direct connection between tRip and
tRNA import in Plasmodium. This discovery not only reveals
unsuspected molecular exchanges between the parasite and its
host, but is also the first report, to our knowledge, of intracellular
import of exogenous tRNA in any cell.

We find that P. falciparum tRip specifically binds human
tRNAs, through its C-terminal domain, with affinity similar
to that of well-characterized tRNA-binding proteins such as
Trbpl11 (7) and ARClp (11). In agreement with transcriptomic
and proteomic data (plasmodb.org/plasmo/), immunolocaliza-
tion data in P. berghei indicate that tRip is expressed throughout
the Plasmodium life cycle, in intra- and extracellular stages
(Fig. S4C), and is integral to the plasma membrane of the spo-
rozoite and blood stages (Fig. 2). Crucially, WT P. berghei spo-
rozoites, and presumably other parasite stages as well, can import
exogenous tRNAs (Fig. 3), but this capability is lost on disruption
of tRip expression (Fig. 4). Together, these data indicate that the
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malaria parasite has the ability to import exogenous tRNAs via a
tRip-dependent pathway. Host tRNAs would help parasite protein
synthesis, provided (i) they are substrates for plasmodial aminoacyl-
tRNA synthetases or (ii) they import bound host aminoacyl-tRNA
synthetase (we observed formation of such a ternary complex be-
tween AspRS, tRNA™P, and tRip in vitro; Fig. S3C). Imported
tRNAs could balance the surprisingly limited expression of en-
dogenous tRNAs or alter a translational bias.

Gene targeting experiments in P. berghei indicate that para-
sites lacking tRip have a specific defect during the blood phase
of the parasite life cycle, i.e., the repeated cycles of parasite
multiplication inside erythrocytes is defective. Although lack of
tRip is not lethal to blood-stage parasites, coinfection experi-
ments in the mouse blood clearly show that the absence of tRip
affects the integrity of blood-stage multiplication (Fig. 5). This
phenotype is concomitant with globally reduced protein syn-
thesis in tRip-KO blood-stage parasites, consistent with a sce-
nario wherein host tRNAs are required for robust protein
synthesis to proceed (Fig. S6C).
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Fig. 5. Phenotype of the tRip-KO parasite. (A) Four-week-old mice were
coinfected by WT/GFP* (gray) and tRip-KO/mCherry™ parasites (red). Values
correspond to the percentage of red blood cells infected with WT (gray) or
tRip-KO (red) parasites, n = 15, error bars are SDs, unpaired t test: ****P <
0.0001. (B) Ratio of tRip-KO mCherry*/WT GFP* parasites in the blood,
measured at days 1, 2, 3, and 4 after infection during the course of a first
passage (orange) and at day 4 throughout four repeated passages (blue). Val-
ues correspond to the ratio of red blood cells infected with tRip-KO parasites to
red blood cells infected with WT parasites, at days 1-4 during the first passage
(P1, n = 6) and at day 4 during the three following passages (P2-P4, n = 5), error
bars are SDs, unpaired t test: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

Bour et al.


http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1600476113/-/DCSupplemental/pnas.201600476SI.pdf?targetid=nameddest=SF7
http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1600476113/-/DCSupplemental/pnas.201600476SI.pdf?targetid=nameddest=SF7
http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1600476113/-/DCSupplemental/pnas.201600476SI.pdf?targetid=nameddest=SF7
http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1600476113/-/DCSupplemental/pnas.201600476SI.pdf?targetid=nameddest=SF7
http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1600476113/-/DCSupplemental/pnas.201600476SI.pdf?targetid=nameddest=SF7
http://plasmodb.org/plasmo/
http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1600476113/-/DCSupplemental/pnas.201600476SI.pdf?targetid=nameddest=SF4
http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1600476113/-/DCSupplemental/pnas.201600476SI.pdf?targetid=nameddest=SF3
http://www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1600476113/-/DCSupplemental/pnas.201600476SI.pdf?targetid=nameddest=SF6
www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1600476113

[ T

/

1\

=y

The observation that tRip is important only during parasite
multiplication in the blood is unexpected, from both the parasite
stage and host cell perspectives. On the parasite side, why would
imported tRNAs be important during the life cycle stage in which
multiplication is most limited, and which presumably requires less
protein synthesis? Blood-stage parasites only multiply 10-fold per
replicative cycle, whereas an oocyst in the mosquito midgut or the
liver stage in the mammalian host give rise to tens of thousands of
parasite progeny during schizogony (Fig. S44). In this context, it is
interesting to note that orthologs of Plasmodium tRip-encoding
genes are found only among apicomplexan parasites, which lack
an RNA interference pathway (RNAI, except for 7. gondii) (30).
Imported tRNAs may thus serve as a source of regulatory RNAs.
In fact, tRNAs and tRNA fragments act as regulatory molecules in
other organisms (31-33). Parasites may thus rely on exogenous
tRNAs as a growth regulatory mechanism.

On the host cell side, there is no direct evidence for the
presence of tRNAs in mature erythrocytes (34). Red blood cells
contain no nucleus, and protein biosynthesis is assumed to be
absent in these cells. However, mRNAs for the translational
machinery are still detected in mature red blood cells (35).
Furthermore, many Plasmodium species preferentially invade
reticulocytes (36), which contain high levels of tRNAs (34)
compared with mature erythrocytes (35).

The parasite stage(s) that actually imports the host tRNAs for
blood-stage growth remain unknown. Among blood stages, the
extracellular merozoite is short-lived and does not traverse host
cells, whereas the intraerythrocytic stages resides within a para-
sitophorous vacuole (PV). Therefore, the most likely hypothesis is
that intraerythrocytic parasites pump tRNAs across the PV
membrane and, secondarily, across the parasite plasma membrane
via tRip. It could also be speculated that tRNAs may be imported
during the liver stage or even the sporozoite stage, the only stage
that can traverse host cells and thus lie in direct contact with the
host cell cytosol and tRNAs, for use in subsequent developmental
stages. However, cell traversal-deficient parasites have no defect
in invading and developing inside hepatocytes in vivo and in vitro,
nor in subsequent development inside erythrocytes (28). We
cannot exclude the possibility that tRip, may have a function other
than tRNA import during blood-stage growth. For example it
might interact with aminoacyl-tRNA synthetases in a manner
similar to other Trbp111 homologs such as yeast ARClp (8),
human AIMP1 (9), and Toxoplasma gondii Tg-43 (10).

In conclusion, our data describing the tRip-directed import of
external tRNAs reveal a novel adaptation of Plasmodium para-
sites to their host, as well as a first occurrence of optimal cell
growth dependent on import of exogenous tRNA. Incidentally,
tRip function provides a unique molecular system for targeting
exogenous molecules into the cytosol of Plasmodium cells.

Materials and Methods

Identification of PftRip Gene. Additional information can be found in S/ Mate-
rials and Methods. The PftRip gene (PF14_0401) was identified by blasting the
yeast ARC1p (NP_011410) and human AIMP1 (NP_004748) sequences against
PlasmoDB (plasmodb.org/plasmo/). The sequence alignment was computed with
TCoffee software (tcoffee.vital-it.ch/apps/tcoffee/index.html), and the detection
of the transmembrane helix was achieved with the PredictProtein software
(https:/Awww.predictprotein.org:443)).

PftRip Cloning and Production. The PftRip gene was amplified by PCR from a
P. falciparum cDNA library (provided by H. Vial, CNRS UMR 5235, University
of Montpellier 2, Montpellier, France) and sequenced. Both PftRip and
PftRip1_174 were cloned into pQE30 (Qiagen) to produce proteins with a
6-histidine fusion tags at their N termini. The recombinant PftRip214-402,
corresponding to the 260-amino-acid C-terminal domain, was cloned into
PGEX-2T (Amersham Biosciences) to yield an N-terminal GST fusion protein.
Thrombin cleavage occurred at Proline 214 (instead of the cleavage site
provided in pGEX-2T); thus, the C-terminal domain of PftRip was conse-
quently referred as PftRip,14-40>- Tagged proteins were purified according to
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the manufacturer’s instructions on Ni-NTA resin (PftRip and PftRipi_q74, in
the presence of 0.005% n-dodecyl -p-maltopyranoside) or on a gluthatione-
Sepharose resin (PftRip141-402) and were further purified by gel filtration
(Superdex 200; GE Healthcare) in 50 mM KH,PO4/K,HPO,, pH 7.4, 150 mM
KCl, and 10% (vol/vol) glycerol. Gel filtration analysis showed that PftRip;_q74
and PftRipz14-402 €luted at ~44 kDa, suggesting that they behaved as
homodimers, whereas PftRip behaved as a tetramer and eluted at ~158 kDa
(based on comparisons to standards).

Enzymatic Footprinting. Yeast native tRNA”*® was 5' or 3’ labeled as described
in refs. 37 and 38, respectively. Assays were performed as described in ref. 38
with 50,000 cpm labeled tRNA, 5 1M PftRip in 50 mM Hepes, pH 7.4, 10 mM
MgCl,, and 25 mM KCl, and 0.01 pg/uL 55 rRNA from X. laevis.

Gel Shift Assays. In binding assays, radiolabeled tRNAs (1,000 cpm/uL) were
incubated for 20 min on ice in 25 mM Hepes-NaOH, pH 7.4, 5 mM MgCl,,
75 mM KCl, 10% (volivol) glycerol, and 20 ng/pL oligo-dT, with increasing
concentrations of PftRip (0-2,000 nM PftRip; 0-1,000 nM PftRip,14-402, and
0-8,000 nM PftRipi_174). In competition assays, labeled tRNA (1,000 cpm/uL)
and 30 nM PftRip214-402 Were incubated with increasing amounts of unlabeled
competitor RNAs (0.625, 1.25, and 2.5 ng/uL total RNA, ribosomal RNAs, or
crude tRNAs). Assays were analyzed on an acrylamide/bisacrylamide gel (37.5/1)
6% (wt/vol) in Tris/borate/EDTA buffer, at 140 V for 90 min (PftRip,14_402) OF
150 min (PftRip1_402) at 4 °C. Radiolabeled yeast tRNA”*P was incubated under
the same conditions with either 75 nM yeast AspRS alone and increasing
concentrations of PftRip214-402 (12.5, 25, and 50 nM) or 30 nM PftRip214-402 and
increasing concentrations of yeast AspRS (37.5, 75, and 150 nM).

Immunofluorescence. Sporozoite membrane extraction was performed as
previously described (25). Samples were analyzed with rabbit anti-PftRip;14-402
affinity purified using the PftRip141_402 recombinant protein, rabbit anti-GFP
antibodies, and mouse anti-CSP serum (39) and detected with anti-rabbit IgG
[fluorescein isothiocyanate (FITC)] and anti-mouse IgG [tetramethylrhodamine-
isothyocyanate (TRITC)] (Sigma-Aldrich), respectively. Nuclei were spotted with
1 pg/mL DNA stain DAPI (Sigma-Aldrich). Parasites were observed using epi-
fluorescence microscopy (Axiovert200; Zeiss; 100x objective with the corre-
sponding filters).

Air-dried infected erythrocytes were acetone fixed, permeabilized with
ice cold methanol, and incubated with rabbit anti-tRip antibodies (1:50
dilution). Mouse anti-MSP-1 antibody was used as a colocalization marker
(PEM-2; Santa Cruz Biotechnology). The parasite nuclei were stained with
DAPI. Parasites were observed using confocal microscopy (LSM780; Zeiss;
60x objective).

Protease Protection Assays. Infected blood was lysed in PBS containing 0.01%
saponin for 5 min on ice. The parasites were washed in PBS and incubated for
30 min at 37 °Cin PBS, 1 mM CaCl,, and 6 ng/uL trypsin (Promega), without or
with 1% Triton X-100. tRip, AMA-1, and GFP were detected by Western
blotting with purified rabbit antibodies raised against the recombinant
PftRip214-402, anti~AMA-1 rat antibodies (integral membrane protein con-
trol), and anti-GFP-rabbit antibodies (cytosolic control).

Solubility Analysis. Carbonate vs. detergent extraction of membrane proteins
was performed on P. berghei blood-stage schizonts as described in ref. 40.
Parasites were lysed by three cycles of freeze/thaw in 5 mM Tris-HCl, pH 8.0,
containing antiprotease mixture (1/100; Sigma-Aldrich) and centrifuged
10 min at 16,000 x g. The membrane-containing pellets were then incubated
for 30 min on ice in 0.1 M Na,COs3 (pH 11.5) or 1% Triton and centrifuged for
15 min at 16,000 x g. All fractions were analyzed by Western blot with
specific antibodies against PftRipz14-402, AMA-1, and GFP.

Import Assays. Sporozoites (2 x 10%uL) were first incubated with 0.4 M
radioactive Hepa1-6 tRNAs (50,000 cpm/pmol) in DMEM supplemented with
penicillin, streptomycin (Invitrogen), and 1 U/uL RNasin (Promega) for 15 min
at room temperature and then washed five times with PBS. After cosedi-
mentation (5 min at 9,000 x g), parasite-bound tRNAs were directly dissolved
in loading buffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 20 mM EDTA, 8 M urea, and 0.01%
of each bromophenol and xylene cyanol dyes) or subjected to RNase A
treatment (0.1 pg/pL) for 3 min at 25 °C in PBS and phenol extracted
(TRI-Reagent; Sigma-Aldrich) before analysis on a denaturing (8 M urea)
PAGE (19/1) 12% (wt/vol). For FISH experiments, to avoid cross-tRNA hy-
bridization, and because its sequence was sufficiently distinct from the
parasite’s tRNAs, E. coli tRNAY? was chosen as a probe. Sporozoites (1 x 103/uL)
were processed as described previously and subjected to passive sedimentation
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for 1 h at room temperature in cell-line diagnostic microscope slides. The slides
were then washed with PBS and air-dried overnight. Samples were fixed with
4% (wt/ivol) paraformaldehyde for 15 min, permeabilized with 0.1% Triton
X-100 for 10 min at room temperature, and blocked in 2% (wt/vol) BSA,
Denhardt’s 5x, saline-sodium citrate (SSC) buffer 5x, and 35% (vol/vol) deonized-
formamide for 1 h at room temperature. The DNA probes (100 ng/mL;
5'-GAGGTGCTCTCCCAGCTGAGCTAATCACCC-3') were 3’ end-labeled with Texas
Red (TxRd) for probing WT P. berghei sporozoites and with Alexa Fluor 488
(A488) for probing tRip-KO sporozoites. Samples were heated at 75 °C for 5 min
and incubated together overnight at room temperature in the dark under
constant shaking. The slides were washed for 5 min at room temperature with
SSC 2x containing 50% (vol/vol) deonized-formamide, and then SSC 2x, SSC 1x
containing 1 pg/mL DAPI, and finally SSC 0.5x. Alternatively, sporozoites (1 x
10°/uL) were preincubated for 15 min at room temperature in the presence of
anti-PftRip214-402 (1/50 or 1/20) and increasing concentrations of recombinant
PftRip (80, 160, 320, and 640 nM) before the addition of 0.4 uM E.coli tRNAV2!

P. berghei sporozoites (2 x 10°/uL) were mixed with 0.4 uM Alexa Fluor-
labeled in vitro-transcribed E. coli tRNAY? or human 55 ribosomal RNA in PBS
and RNasin. Immediately after, the mixture (sporozoites and tRNAs) was put
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between the slide and coverslip with a drop of 0.5% agar/PBS and observed
by epifluorescence microscopy.

Parasite Production, Generation of tRip-KO Mutant Parasites, and Phenotyping
Procedures. Additional information can be found in S/ Materials and Methods.
All animal experiments were performed in accordance with the CNRS animal
care and use committee guidelines.
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S| Materials and Methods

RNA Preparation. Native E.coli tRNAY* (tdbR00000456; trnadb.
bioinf.uni-leipzig.de/) was purchased from Subriden RNA. Total
RNA from HeLa or Hepal-6 cells was extracted using Tri-Reagent
LS (Sigma-Aldrich), according to the manufacturer’s instructions.
Further fractionation on a gel filtration column (Superdex 200; GE
Healthcare) in 50 mM Hepes, pH 7.5, and 150 mM NaCl allowed
the separation of tRNAs from mRNAs and ribosomal RNAs.

Radioactive 3’ end labeling of tRNAs (Hepa 1-6 crude tRNAs
and yeast tRNA”*P) was achieved with [o«®”P]JATP exchanged in
45 mM Tris-HCI, pH 8.0, 50 uM CTP, 10 mM MgCl,, 7.5 mM
dithio-erythritol (DTE), and 40 ng/uL E. coli CCase (gift from
A. Théobald-Dietrich, CNRS UPR 9002, Institute for Molecular
and Cellular Biology, Strasbourg, France) for 30 min at 37 °C.
Nonincorporated radioactive nucleotides were removed on a
NAP-5 column (GE Healthcare). Before use, all tRNAs and
tRNA transcripts were renatured in H,O by heating at 65 °C for
2 min and then cooled for 10 min at room temperature in the
presence of 10 mM MgClz.

The E. coli tRNAY¥ sequence was cloned under the control of
the T7 RNA polymerase promoter in pUCI119. Transcriptions
were performed for 2 h at 37 °C with 50 ng/pL linearized plas-
mid, 5 pg/mL T7 RNA polymerase in 40 mM Tris-HCI, pH 8.1,
10 mM DTE, 2 mM spermidine, 11 mM MgCl,, 0.5 mM of ATP,
CTP, GTP, 0.4 mM UTP, and 0.1 mM UTP Chromatide Alexa
Fluor 546 (Molecular Probes). Nonincorporated nucleotides
were removed on a NAP-5 column (GE Healthcare).

Western Blot. Pellets of purified sporozoites (5 x 10° parasites per
lane) or blood-stage parasites (schizonts, 5 x 10° parasites per
lane) were dissolved in 60 mM Tris-HCI, pH 6.8, 10% (vol/vol)
glycerol, 100 mM p-mercapto-ethanol, 2% (wt/vol) SDS, and
0.01% bromo-phenol blue and heated for 5 min at 95 °C. P. berghei
tRip was detected by Western blotting with a purified rabbit anti-
body raised against the recombinant PftRip,14 402,

Parasite Production.
Sporozoites. A. stephensi mosquitoes were raised and infected with
GFP-transgenic P. berghei (ANKA 2.34 clone), the tRip-KO
mutant parasite, or P. yoelii (17XNL strain) as described in ref.
42, and sporozoites were isolated by dissection of their salivary
glands 18-21 d later. Isolated sporozoites glided and were thus
considered infectious. As a control, when heated at 50 °C for
30 min, sporozoites were immotile and considered noninfectious
(27). When necessary, sporozoites were further purified as de-
scribed in ref. 43. P. falciparum (NF54 strain) sporozoites were
isolated by dissection of salivary glands of A. stephensi mosqui-
toes infected by P. falciparum (University Medical Centre,
Nijmegen, The Netherlands).
P. berghei blood stages. Thee-week-old Swiss mice were infected i.v.
with ~1 x 10° cryopreserved parasites. Infected blood was col-
lected when parasitemia reached 5-10% and, when necessary,
was cultured in vitro for an additional 22 (WT) or 44 h (tRip-
KO) to collect schizonts as described in ref. 44.

In vitro differentiation of P. berghei sporozoites into hepatic
schizont was achieved in 48 h as described in ref. 45.

In vitro differentiation of P. berghei gametocytes into ookinetes
was achieved from the blood of an infected mouse according
to ref. 46.

Bour et al. www.pnas.org/cgi/content/short/1600476113

Generation of tRip-KO Mutant Parasites. For replacement of tRip, a
575-bp 5’ fragment (sense: 5'-GGTACCGTGAGCATCTATA-
TATTTGTTCACGTATCATATTTTAAAAATTG-3'; antisense:
5’-CTCGAGGTTGGGGGAATATAATATCGAATATTATA-
TATATGTGTGTA-AATGC-3’) and a 455-bp 3’ fragment (sense:
5-AGATCTGTTAGTTGGAAAACGAGGTTATTTAGCTICTG-
TATAATATCCGAC-3’; antisense: 5'-GAATTCCTTATCGTTG-
GTGAAATTGGGAAAATCACCTTCTACCATTGTGCATG-3")
were amplified by PCR using P. berghei genomic DNA as template.
P. berghei merozoites were transformed and mutant clones were
selected as previously described (29). Plasmid integration in the
genome was verified by Southern analysis and PCR for eight clones.

Phenotyping Procedures. Two tRip-KO clones [clone 3 (cl3) and
clone 4 (cl4)] were tested for their development in vivo and
in vitro and compared with the WT parasite. Swiss mice (3 wk old)
were infected i.v. with ~1 x 10° cryopreserved WT and tRip-KO
parasites (clones 3 and 4). Four days later, infected blood was
diluted and transferred to recipient mice to a final parasitemia of
0.005% each. Daily, the blood of each donor mouse was moni-
tored for the development of tRip-KO/mCherry" and WT/GFP™*
infected erythrocytes. GFP* and mCherry™ parasites were counted
by FACS (FacsFortessa) from 10° events for each point [ = 15 for
tRip-KO (clI3 or cl4] and WT coinfections and n = 8 for the control
experiment (WT/mCherry* and WT/GFP™ coinfections). At day 4
after infection, replicated parasites were diluted and transferred to
recipient mice (n = 5) to a final parasitemia of 0.01% (tRip-KO +
WT) and were subsequently passaged through four successive
rounds of infection.

Monitoring of hepatic stage development in vitro. HepG2 cells were
cultured in DMEM growth medium containing 100 pg/mL penicillin,
100 pg/mL streptomycin, 200 pg/mL neomycin, and 10% (vol/vol)
FCS. Cells were seeded into 24-well plates, at a density of 1.5 x 10°
cells per well, and infected with 5 x 10* sporozoites per well. After a
62-h incubation, cells were collected, fluorescent merosomes were
counted, their size was measured, and the number of released
merozoites was determined by fluorescence microscopy.
Monitoring of hepatic stage development in vivo. Swiss mice (3 wk old)
were infected iv. with 10* WT or tRip-KO (clones 3 and 4) spo-
rozoites. RT-PCR analysis was performed 46 h after injection using
40 ng total RNA extracted from the liver. Analysis was completed
with primers for P. berghei 18S rRNA using the ACT method (User
bulletin 2; Applied Biosystems).

Detection of protein synthesis activities in blood-stage parasites. The
protocol was adapted from ref. 47. For metabolic labeling, infected
red blood cells (3 x 10” infected erythrocytes) were grown in 750 pL
RPMI 1640 containing 50 pM methionine, 1 mg/mL glucose,
40 mM N-tris(hydroxymethyl)methyl-2-aminoethanesulfonic acid,
1 U/mL heparin, 10% (vol/vol) FBS, and 30 pCi/mL [**S] me-
thionine for 4 h at 37 °C with gentle agitation and in the presence
of 5% CO,. Cultures were harvested, washed with RPMI, and
incubated in PBS containing 0.1% saponin and anti-protease
mixture 1/100 (Sigma-Aldrich) for 5 min on ice. Pellets corre-
sponding to labeled parasites were quantified by Bio-Rad protein
assay and analyzed on SDS/PAGE.
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Identification of a new tRNA binding protein in Plasmodium. The sequence of the S. cerevisiae ARC1p was used as a bait to screen the P. falciparum

genome. A unique protein (PF3D7_1442300), encoded by a gene of 1,440 nucleotides and located on chromosome 14, was identified; it contains one intron
(231 nucleotides long), and the mature mRNA codes for a protein of 402 amino acids long. Three other plasmodial tRip sequences (P. berghei, P. vivax, and
P. yoelii) (www.plasmodb.org/plasmo/) are also shown. In eukaryotes, the Trbp111-like sequence was also found at the N or C terminus of methionyl-, phe-
nylalanyl-, tyrosyl-, and lysyl-tRNA synthetases (48, 49) and occasionally also displayed a cytokine-active heptapeptide (highlighted in red within the AIMP1
sequence) (12, 50, 51). tRip did not display this heptapeptide, but contained a short region that is likely to form a transmembrane helix (purple box). The
characteristic folding, as determined by the X-ray structure of the TyrRS N-terminal Trpb111-like fragment (52), is schematized above the alignment (helices are
indicated with red lines and p-sheets with blue arrows).
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Fig. S2. Identification of tRip homologs in other Apicomplexa genomes. The amino acid sequence of PftRip was used as a bait to retrieve similar proteins from
the eukaryotic pathogen database (eupathdb.org/eupathdb/). Outside plasmodial genes, other sequences matched the same global organization of tRip: an
N-terminal domain (light gray), a variable linker (dark gray), and a conserved C-terminal Trpb111-like domain (blue). N-terminal sequences of these orthologs
diverged significantly among families. For example, Toxoplasma genes code for an additional N-terminal domain (indicated by dotted lines, not used in
transmembrane domain predictions). tRip homologs displayed predicted transmembrane domains characterized by HTM > 0.6 (purple, https:/Aww.predictprotein.org:443/);
however, for some sequences, topological predictions varied from one submission to the other. A tRip homolog containing a predicted transmembrane domain (HTM > 0.6)
was also identified in Trichomonas vaginalis (TVAG_328570). As this is the only genome from the phylum Trichomonadida sequenced thus far, it was difficult to interpret this
information. Among other sequenced genomes available in the database, tRip homologs were found in Kinetoplastids (Leishmania and Trypanosoma), yet the reliabilities of
transmembrane domain predictions were too low to be considered. Finally, no tRip homolog was found in Microsporida, Diplomonadida and Amoebozoa.
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Fig. S3. PftRip footprint on yeast tRNA*P, (A) Autoradiographs of RNase V1 (cuts double-stranded and structured RNA regions) and RNase S1 (cuts single-
stranded RNA regions) cleavage patterns of tRNA”*P in the presence (+) or in the absence () of PftRip or PftRip;14-402- The tRNA*P molecule was [3%P] labeled at
its 5’ (Left) or 3’ (Center and Right) end. The tRNA architecture described in B is schematized on the left side and nucleotide positions are indicated on the right
side of the autoradiographs. Controls without RNases (with or without the PftRip recombinant proteins), as well as alkaline hydrolysis (AH) and RNase T1 (T1)
ladders, were run simultaneously. Protections were only considered when present in all three experiments. The tRNA anticodon domain (regions 5, 6, and 7) was
somewhat protected from S1 and simultaneously became accessible to V1 in the presence of PftRip,14-402, SUggesting long-range structural changes in the tRNA
on binding. However, these reactivity changes toward S1 and V1 were intensified with PftRip, indicating that the N-terminal domain of tRip caused additional
steric hindrance. (B) Secondary (Left) and tertiary (Right) structures of tRNA**P. Each tRNA domain is indicated in a different color: in red (acceptor arm formed by
strands 1 and 12), yellow (p-branch, formed by strands 2, 3, and 4), green (anticodon/variable region-branch, strands 5, 6, 7, and 8), and blue (T-branch, strands 9,
10, and 11). Protections of nucleotides within the D and T branches against RNases (squared in A) are shown with yellow and blue spheres, respectively.
(C) Simultaneous binding of yeast aspartyl-tRNA synthetase (AspRS) and PftRip.14-402 0N the same tRNA”P molecule and model of their potential interaction.
tRNA*P was incubated with either PftRip and AspRS (Left) or PftRip,14-402 and AspRS (Right). The interactions based on footprinting experiments were modeled
on the crystal structure of the yeast tRNA*P (blue)/AspRS (gray) complex (13). Gray spheres indicate the protection of tRNA”*P by the AspRS N-terminal extension

(38) and blue spheres correspond to PftRip footprinting.
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Fig. S4. Plasmodium life cycle and tRip expression. (A) The cycle of vertebrate infection starts when a mosquito injects sporozoites into the host (see asterisk).
Sporozoites invade hepatocytes (entering the liver stage), multiply asexually, and produce tens of thousands of merozoites per infected hepatocyte (15).
Merozoites exit the liver and develop repeatedly in red blood cells (blood stages) to produce 10-30 new merozoites per intraerythrocytic cycle (16). Some of the
erythrocytic merozoites differentiate into gametocytes (sexual forms, dashed lines). Schizonts are not shown but are another stage that occurs as part of the
intraerythrocytic cycle. Fertilization takes place in mosquitoes where gametocytes are ingested during a blood meal and then mature and fuse, leading to
zygotes. Zygotes develop into ookinetes, which traverse the mosquito midgut wall and form oocysts. In 8-15 d, each oocyst produces and releases 10°-10°
sporozoites, which invade the mosquito salivary glands, completing the cycle. (B) Specificity of anti-PftRip;14_402. Recombinant PftRip, A. stephensi infected
salivary glands (SG), purified sporozoites, and noninfected A. stephensi SG were probed with anti-PftRip,14_40>. Strong additional signals were observed only in
extracts of crude infected and noninfected mosquito SG, indicating that the cross-reactive protein at 72 kDa is not from parasites. (C) Detection of tRip in
P. berghei ookinetes (fertilized form of the parasite found in the mosquito), sporozoites, hepatic schizonts (liver stages), and P. berghei blood stages was
assessed using immunofluorescence with anti-tRip214-402 antibodies from rabbit. Cells were treated with DAPI (blue) and anti-rabbit FITC antibody (green).
Overlay panels show the merged images. (Scale bars, 10 pm.) DIC, differential interference contrast.
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Fig. S5. tRNA import in P. berghei sporozoites. Direct visualization of imported Alexa Fluor-labeled in vitro transcribed E. coli tRNAY?' and human 55 ribo-
somal RNA. (Scale bars, 2 pm.)
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Fig. S6. Phenotype of tRip-KO blood-stage parasites. (A) Western blot on blood-stage WT and tRip-KO (cI3 and cl4) parasites probed with anti-PftRip;14_402-
P. berghei blood stages were matured into schizonts in vitro before analysis. Additional bands around 72 kDa correspond to cross-reactive proteins from the
host. (B) Ratio of mCherry*/GFP* parasites in the blood of 4-wk-old mice coinfected by WT/mCherry* and WT/GFP* parasites (dashed line, n = 8) or tRip-
KO/mCherry* (cI3 and cl4) and WT/GFP* parasites (plain lines, n = 15). Error bars are SDs, unpaired t test: ***P < 0.001, ****P < 0.0001; ns indicates that values
are not significantly different (P > 0.1). (C) Protein synthesis by WT or tRip-KO P. berghei blood-stage parasites. Infected red blood cells with WT (n = 3, based
on the number of mice), tRip-KO cI3 (n = 2), or tRip-KO cl4 (n = 2) parasites were metabolically labeled with [3*S] methionine for 2 or 4 h at 37 °C. The level of
de novo synthesized proteins was determined by SDS/PAGE autoradiography. Autoradiograms shown correspond to the 4-h time point. The magnitude of
radiolabel incorporation was expressed as [**S] methionine incorporation into proteins relative to total protein load (Coomassie blue staining). Error bars are
SDs, and asterisks indicate statistically significant differences (*P < 0.05, **P < 0.01) between the tRip-KO (red) and WT parasites (gray) translational activities.
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Fig. S7. Prepatent stages of the tRip-KO parasite. (A) Western blot of purified WT and tRip-KO sporozoites. (B) Oocysts of the WT (Left) or tRip-KO (cl4; Right)
clones developing in the midgut of A. stephensi mosquitoes 11 d after the mosquito’s infective blood meal. (C) Mosquitoes infected with WT or tRip-KO
(cI3 and cl4) parasites harbored similar numbers of sporozoites in their salivary glands 18 d (and onward) after infection. Means are from two independent
experiments, with n = 16-30 female mosquitoes. (D) Parasite loads in the liver 46 h after i.v. injection of 10* sporozoites were quantified by RT-PCR analysis. The
histogram shows the abundance of parasite RNA obtained from 16 infected mice (for each clone), using the mouse HPRT gene as a standard. (E) Incubation of
2 x 10° HepG2 hepatoma cells with 5 x 10 salivary gland WT or tRip-KO (cI3 and cl4) sporozoites (per well) generated similar numbers of merozoites.
(F) Representative WT (Left) and mutant (Right) merosomes, which are merozoite-filled vesicles that bud off from infected HepG2 cells after 60-65 h of liver
stage development. (G) Size of merosomes released by WT and tRip-KO liver stages. Error bars are SDs, unpaired t test: ns indicates that values are not significantly
different (P > 0.1).
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B. Implication des ARNt importés dans la physiologie du parasite

au stade sanguin

Le parasite tRip-KO présente une sévere anomalie de développement au cours du stade
sanguin (Figure 5 de la publication et Figure 22 ci-dessus). De plus, I'intensité de traduction est
réduite chez les parasites tRip-KO au stade sanguin, comparée a celle des parasites sauvages

(Figure S6C de la publication ou Figure 23 ci-dessous).
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Figure 23 : Durant le stade sanguin, la synthése protéique des parasites P. berghei tRip-
KO est diminuée. Chacun des parasites aux stades sanguins, WT et tRip-KO, sont cultivés dans
la souris. Apres ponction du sang et libération des parasites des érythrocytes, la synthese
protéique de novo est évaluée par I'ajout de Met [35S] puis incubation 2 h ou 4 h a 37°C.

Ces résultats suggerent que le prélevement des ARNt de I'hote stimule la traduction dans
le parasite. Cet effet peut étre dii 3 deux mécanismes : soit les ARNt importés participent a la
synthese des protéines du parasite, soit ils exercent une activité régulatrice de I'expression de
ses génes. On peut aussi envisager que les deux processus soient concomitants. Dans ’hypothése
ou les ARNt importés sont impliqués directement dans la traduction des protéines du parasite,
ceux-ci doivent impérativement conserver une structure tridimensionnelle canonique leur

permettant d’étre reconnus non seulement par les aminoacyl-ARNt synthétases de Plasmodium,

mais aussi par le ribosome et I'ensemble les facteurs de traduction. A I'inverse, si la structure
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tridimensionnelle des ARNt est affectée par leur interaction avec tRip, ceci représente une limite
certaine a leur utilisation dans la traduction. Cette deuxiéme hypothése permet d’imaginer leur
implication dans d’autres processus tels que leur hybridation avec d’autres acides nucléiques

qui permettrait de réguler 'expression de certains genes, comme c’est le cas avec les micro-ARN.

1. Les ARNt ayant interagi avec tRip conservent-ils leur structure 3D ?

J'ai testé in vitro si les ARNt liés par PftRip conservent leur structure repliée en forme de
L. Je n’ai pas travaillé avec la méme protéine tRip recombinante que celle utilisée dans la
publication, qui est une version « optimisée » pour 'usage des codons chez E. coli. La protéine
PftRip recombinante « optimisée » n’est pas stable, c’est a dire qu’elle ne se conserve pas et
forme des agrégats rapidement. La protéine recombinante que j’ai utilisée au cours de ce travail
est une version « harmonisée » de tRip, qui a permis de produire une protéine beaucoup plus
stable que I'on peut conserver.

Dans un premier temps, j'ai vérifié I'affinité de cette nouvelle protéine recombinante
pour les ARNt (Figure 24), selon le méme protocole que celui utilisé dans la publication. La
version harmonisée de PftRip est, comme attendu, capable de lier les ARNt. Elle oligomérise de

la méme facon que la forme optimisée en formant des dimeéres et tétrameéres.

N
>
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tétramere

dimére
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ARNt libres

Figure 24: Capacité de liaison aux ARNt de la version harmonisée de la protéine
recombinante tRip de P. falciparum. Le gel retard a été réalisé avec 10 nM d’ARNt extraits de
fibroblastes de primates (Cos 7) et des concentrations croissantes en protéine.

Afin de déterminer 'effet de la liaison de tRip sur la structure des ARNt, j’ai utilisé deux
approches. La premiére consiste a vérifier qu'apres une premiere interaction, '’ARNt a toujours

la capacité de se lier a tRip; la deuxieme approche utilise des sondes de structure pour
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comparer les repliements d’ARNt ayant interagi ou non avec tRip.

a. Utilisation des gels retard

Dans une premiére démarche, j’ai procédé a deux incubations successives de PftRip avec
I’ARNtPhe de S. cerevisiae (Figure 25A). La premiere incubation sert a laisser tRip lier les ARNt et
éventuellement défaire les liaisons permettant leur repliement tertiaire. Les ARNt sont
récupérés par extraction phénolique puis incubés de nouveau avec tRip pour réaliser un gel
retard. Comme la reconnaissance des ARNt par tRip est basée sur leur conformation
tridimensionnelle, la présence de complexes indiquerait que les ARNt sont intacts, alors que
I'absence de complexes témoignerait d’'une structure tertiaire altérée par tRip.

Aprés une premiere incubation des ARNt avec la protéine tRip recombinante (250 nM et
2 puM), ceux-ci sont toujours capables de se lier a tRip (Figure 25B). On n’observe aucune
différence dans les profils de retard sur gels entre les ARNt pré-incubés sans protéine ou avec de
la BSA et les ARNt pré-incubés avec tRip (quelle que soit la concentration). Ceci donne une
premiere indication sur l'intégrité du coude de 'ARNt et donc de l'interaction entre les boucles

D et T des ARNt.

b. Utilisation des sondes de structure

La recherche de modifications éventuelles dans le repliement tertiaire des ARNt a
nécessité une technique plus sensible que les tests de liaison a tRip. J'ai utilisé la technique de
cartographie au plomb pour comparer les structures des ARNt avant et apres leur contact avec
tRip (Figure 26A). Le plomb a la propriété de couper les régions d’ARN lorsqu’elles celle-ci sont
accessibles, c’est a dire simples brins. ]J’ai aussi réalisé des contrdles en paralléle en utilisant
I’ARNt sans incubation, en l'incubant seul, ou avec de la BSA. Les profils de migration des ARNt
pré-incubés avec ou sans tRip sont identiques (Figure 26B), ce qui indique que la
reconnaissance des ARNt par tRip ne modifie pas leur conformation tridimensionnelle. Il
manque a ces expériences un contrdle positif de perte du repliement des ARNt, qui permettrait
de s’assurer de la validité du protocole proposé. Hélas, nous n’avons pas de protéines liant les
ARNt qui seraient capables de les déplier a notre disposition. La littérature ne reporte aucune

protéine qui aurait cette propriété.

51



A I
? i
W) % 7 %ﬁ
Pré-incubation Phenol chloroforme Incubation
f

S Complexes visibles sur gel
+ sur glace 20 min %\ lsolatlon des ARNt + sur glace 20 min retard ou pas d’interaction ?
-
Y

% &,

intacts ou dépliés ?

6...

Pré-incubation des ARNt : o N

i O AR D BOLE D BOLIED AL LD OO
[tRip] nM RN N RN NN &%Q%QQ

Figure 25 : Test de structure des ARNt liés par PftRip par gel retard. (A) Principe du test.
Les ARNt sont pré-incubés avec tRip, puis isolés et incubés de nouveau avec tRip. La présence de
complexes tRip/ARNt est vérifiée par gel retard et dépend de la structure 3D des ARNt. (B)

Capacité des ARNt pré-incubés a lier PftRip. Le gel retard a été réalisé avec 1 nM d’ARNtPhe de S.
cerevisiae radiomarqué et une concentration croissante en protéine.
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Figure 26 : Test de structure des ARNt liés par PftRip par cartographie en solution. (A)
Principe du test. Les ARNt sont pré-incubés avec tRip, puis isolés et soumis a une digestion au
plomb. Aprés migration sur gel, la structure est déterminée selon le profil obtenu. (B) Profils de
migration d’ARNtAsp de S. cerevisiae soumis a différents traitements indiqués. Pour chaque
échantillon, trois concentrations de plomb sont testées: 25, 50 et 100 mM. T1: enzyme qui
coupe apres les résidus de guanine. Leurs positions sont indiquées sous la piste *. HA : hydrolyse
alcaline. ARNt : témoin sans plomb.
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Les deux approches in vitro utilisées n’indiquent pas de modification fondamentale de la
structure des ARNt suite a leur liaison avec tRip, suggérant qu’in vivo, les ARNt importés par le
parasite conservent leur repliement caractéristique en forme de L. A priori, ces ARNt peuvent
donc participer au décodage de I'information génétique du parasite en étant reconnus par les
aaRs, le ribosome, et tous les facteurs de traduction. Cependant, il est plausible qu’in vivo, un
autre facteur soit capable de défaire la structure tertiaire des ARNt et que ceux-ci aprés import

dans le parasite, n’aient pas conservé leur conformation canonique.

2. Comparaison des protéomes des parasites sauvage et tRip-KO

a. Préparation des échantillons

Dans le cas ou les ARNt importés participent a la synthése protéique de facon classique,
le protéome du parasite tRip-KO et donc en l'absence d'import d'ARNt de 1'héte, devrait étre
essentiellement comparable a celui du WT, mise a part une décroissance homogéne des
quantités de protéines chez la souche tRip-KO. C’est ce que suggere le résultat de I'expérience de
synthese protéique de novo de la publication (Figure 23). Afin de vérifier si, effectivement,
toutes les protéines sont affectées dans leur synthese ou si seulement certaines d’entre elles
sont plus ou moins exprimées, j’ai préparé des parasites sauvages et tRip-KO au stade schizonte
sanguin, analysé puis comparé leurs protéomes. Briévement, des souris sont infectées par
injection intraveineuse de sang parasité par chacune des deux souches. Le sang est ponctionné
plusieurs jours plus tard, le temps pour l'infection de se développer au maximum pour avoir
suffisamment de matériel, en veillant toutefois a ne pas laisser I'état de santé des souris se
dégrader. Le sang récupéré est mis en culture in vitro afin que tous les parasites se développent
jusqu’au stade schizonte. Vingt-deux heures de culture sont nécessaires pour que les parasites
sauvages évoluent tous en schizontes. En revanche, 'observation directe au microscope de
frottis coloré a permis de constater que cette incubation est trop courte pour les parasites tRip-
KO, ou j’ai pu encore observer la présence de trophozoites apres 22 h de culture. Le temps
d’incubation a donc été prolongé jusqu’a 44 h pour synchroniser tous les parasites tRip-KO au
stade schizonte. A l'issue de cette incubation, les cultures sont récupérées, les schizontes sont

purifiés puis libérés en lysant les membranes des érythrocytes.

b. Analyse des protéomes

Trois protéomes ont ainsi pu étre obtenus pour chaque souche. Les résultats sont trés
similaires entre les triplicats, ce qui les rend exploitables pour notre analyse (Tableau 1). Le
nombre de spectres totaux obtenus varie de 14000 a 18000, soit entre 1000 a 1800 protéines
identifiées, dans chacun des six protéomes. Malgré nos précautions pour préparer les

échantillons les plus purs possibles, la contamination en protéines murines est conséquente : au
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plus bas, elle est de 21% (WT-2), et monte jusque 52% (KO-1). En termes de nombre de
protéines de P. berghei, la fourchette s’étend de 694 protéines (KO-3) a 962 (WT-2).

Tableau 1 : Qualité des données de protéomique obtenues pour les schizontes WT et tRip-

KO de P. berghei.

sample WT-1 wr-2 wr-3s KOk 2 koS
Number of proteins in the Proteinscape file (P.berghei database) 762 962 885 869 704 694
Number of proteins in the Proteinscape file (M.musculus database) 645 262 304 931 566 310
Percent of murine contamination (number of proteins) 45,84 21,41 25,57 51,72 44,57 30,88
Number of MSMS spectra in the P.berghei database 7352 10560 10097 8103 6738 8007
Number of MSMS spectra in the M.musculus database 8291 4190 5127 10058 10156 6143
Percent of murine contamination (total number of MSMS spectra) 53,00 28,41 33,68 55,38 60,12 43,41
Total number of proteins 1407 1224 1189 1800 1270 1004
Total number of spectra 15643 14750 15224 18161 16894 14150
Normalization factor 1,16 1,23 1,19 1,00 1,07 1,28

Les protéomes ont été faits en triplicats pour chaque souche.

Le génome nucléaire de Plasmodium code pour environ 5385 protéines (EupathDB.org).
En se basant sur le transcriptome du parasite, le nombre de protéines spécifiques du stade
sanguin schizonte avoisine 1200. Ce nombre est du méme ordre de grandeur pour les stades
sporozoite (1049), mérozoite (839), trophozoite (1036) et gamétocyte (1147) chez P. falciparum
(Florens et al., 2002). Ce n’est qu'une approximation étant donné qu’en moyenne, au cours du
stade sanguin, un délai de 11 a 18 h est observé entre 'ARNm et I'expression de la protéine
correspondante (Le Roch et al,, 2004). Pour environ 30% des génes, les ARNm sont transcrits a
un stade donné et sont traduits au cours d’un stade ultérieur (Bunnik et al., 2013). De ce fait, il
n'y a pas de concordance stricte entre le transcriptome et le protéome. De plus, la préparation
des schizontes effectuée ici, et réalisée de fagon similaire dans d’autres publications chez
d’autres espéces de Plasmodium (Roobsoong et al, 2011 ; Zhang et al., 2013b ; Bouyer et al,
2016), implique de lyser les membranes des érythrocytes et de laver intensément les schizontes
pour les débarrasser des quantités importantes d’hémoglobine. Cette méthode a pour
inconvénient de faire perdre toutes les protéines excrétées dans le cytoplasme de la cellule hote
et celles exportées a sa membrane plasmique (voir la partie A.4. de I'introduction). Nous ne
disposons donc pas des informations reliées a I'expression de ces protéines dans nos résultats.

Ne disposant pas d’autre information sur le protéome total au stade schizonte chez P.
berghei, le nombre de protéines variant de 694 a 962 dans mes expérience, j'ai considéré que les

protéomes obtenus sont représentatifs.
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c. Comparaison des protéomes WT et KO
Dans le Tableau 2, qui récapitule le nombre de protéines prises en considération pour la
comparaison des deux protéomes, je n’ai considéré que les protéines qui sont détectées :

* au moins dans les trois échantillons WT (quand la protéine est sous-exprimée dans le
KO),

* au moins dans les trois échantillons KO (lorsqu’elle est sous-exprimée dans le WT),

* uniquement les protéines qui sont représentées par au moins 10 peptides au total dans
les 3 échantillons correspondant a une méme souche,

* aumoins un facteur 2 entre les WT et le KO est considéré comme différence significative.

Tableau 2 : Nombre de protéines comparées entre les protéomes WT et KO de P. berghei.

Classification Expression différentielle Nombre de protéines
protéines sous-exprimées dans KO KO/WT < 0,5 104
protéines surexprimées dans KO KO/WT > 2 28
protéines stables 0,5<KO/WT <2 339

Les protéines sont classées en trois groupes selon leur rapport KO/WT : sous-exprimées,
surexprimées, ou stables. Les seuils choisis et le nombre de protéines concerné sont indiqués.

Etant donné la sélection draconienne appliquée a nos données, nous ne prenons en
considération qu’environ 60% des protéines plasmodiales identifiées dans les protéomes : 471
protéines sur une moyenne de 800 protéines détectées dans chacun des six protéomes. Ceci
représente environ 40% du protéome théorique correspondant au stade schizonte (=1200), soit
9% de I'ensemble des protéines potentiellement exprimées par Plasmodium (5385). Sur les 471
protéines sélectionnées, la grande majorité des protéines ne sont pas significativement affectées
dans leur expression (soit 339), 22 % ont une expression réduite dans le KO (104) et seulement
6 % sont significativement surexprimées dans le KO par rapport au WT (28). Le nombre
important de protéines sous-exprimées dans la souche tRip-KO est en accord avec la baisse du
niveau de la synthése protéique de novo observée sur gel (Figure 23).

La banque initialement utilisée pour annoter les spectres est Uniprot. Cependant, les
fonctions et les séquences complétes des protéines ont été recherchées dans la banque

spécialisée plasmoDB (EupathDB.org).

(i) Facteurs de traduction et protéines ribosomales

Dans l'ensemble des données, on détecte 16 sous-unités de facteurs d’initiation de la
traduction, un facteur d’élongation (EF-1a), un facteur de terminaison et une « poly(A) binding
protein ».

Seuls le facteur elF-5A est surexprimé dans la souche KO (KO/WT = 2,9 ; Tableau 3) et le

facteur elF-4G est significativement sous-exprimé dans la souche KO (KO/WT = 0,31 ; Tableau
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4). Tous les autres facteurs de traduction ne sont pas significativement affectés par la délétion
de TRIP (variant entre 0,42 et 1,86). On retrouve également 70 polypeptides prédits comme
protéines ribosomales, certainement correspondant non seulement aux protéines ribosomales
cytosoliques (47 protéines chez les eucaryotes) mais également aux protéines ribosomales
apicoplastiques (33 protéines chez les ribosomes de type bactérien). Parmi ces protéines, seules
L27 (KO/WT = 2) et S21 (KO/WT = 0,09) varient significativement (Tableaux 3 et 4,

respectivement).

Tableau 3 : Protéines surexprimées dans le mutant PbtRip-KO

Uniprot PplasmoDB  fonction prédite WT-1 WT-2 WT-3 KO/WT
Q4YRX2_PLABA |PBANKA_1326400.|glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 28 27 14 157 55 58 270 391
Q4YW41_PLABA |PBANKA_1125600. pyruvate kinase 14 20 16 73 43 40 156 3,12
Q47504_PLABA |PBANKA_1122900.|hexokinase 5 17 19 48 41 50 139 3,39
Q4YX83_PLABA |PBANKA_1235600.|Adenosylhomocysteinase 1 11 12 33 22 38 93 3,88
LDH_PLABA PBANKA_1340100. |L-lactate dehydrogenase 8 12 7 27 27 23 77 2,85
Q47393_PLABA |PBANKA 0931200.|heat shock protein 101 4 10 9 20 24 17 61 2,65
Q4YL39_PLABA |PBANKA_1117000.|histone H2A 5 6 6 32 16 5 53 3,12
Q4YSNO_PLABA |PBANKA_1362900.|lysine--tRNA ligase 3 1 22 8 12 42 10,50
Q4YTR2_PLABA |PBANKA_1429600.| proline--tRNA ligase 1 9 3 10 9 11 30 2,31
Q4YQIO_PLABA |PBANKA 0603200. 1 4 5 13 12 4 29 2,90
Q4YTJO_PLABA |PBANKA 0109100.| Transketolase 2 3 12 8 7 27 5,40
Q4Z0X8_PLABA |[PBANKA 0407600.|asparagine synthetase 3 7 9 7 9 25 2,50
Q475U3_PLABA |PBANKA_0816400.|6-phosphofructokinase 2 3 3 10 3 10 23 2,88
Q4YDTO_PLABA |PBANKA_1016300.|proliferation-associated protein 2g4 1 4 4 8 5 8 21 2,33
Q47371_PLABA |PBANKA_1223300.|ras-related protein Rab-18 4 4 7 8 6 21 2,63
Q4YZPS_PLABA |PBANKA 0915000.|apical membrane antigen 1 3 4 1 7 3 10 20 2,50
Q4Z4D7_PLABA |PBANKA 0922500.(7 3 3 3 9 6 5 20 2,22
Q4Z5F5_PLABA |PBANKA 0107400.|ornithine aminotransferase 1 6 3 8 10 2 20 2,00
Q4YAY1_PLABA |PBANKA_1309900.|M17 leucyl aminopeptidase 2 2 3 10 3 5 18 2,57
Q4Y9Q9_PLABA |PBANKA_1200400.|BIR protein 6 6 4 16 KO only
Q4YCR7_PLABA |PBANKA_1117700./malate dehydrogenase 1 8 5 3 16 16,00
Q4YR58_PLABA |PBANKA_1456200.|rab specific GDP dissociation inhibitor 1 1 3 7 4 4 15 3,00
Q4YBI2_PLABA |PBANKA 1324400 1 3 3 8 4 2 14 2,00
Q4YRLO_PLABA |PBANKA_1459500./myosin light chain 1 3 8 2 2 12 4,00
Q4YYS2_PLABA |PBANKA_1441100.|haloacid dehalogenase-like hydrolase 2 1 3 5 3 11 3,67
Q4YSY8_PLABA |PBANKA_0813900.|26S proteasome regulatory subunit RPN8 2 2 7 2 2 11 2,75
Q4YNK4_PLABA |PBANKA_0210200.|aspartate--tRNA ligase 1 1 4 4 2 10 5,00
Q4Z1T1_PLABA |PBANKA_1332700./duffy-binding protein 1 4 2 4 10 10,00

aaRSs

(ii) Protéines du métabolisme des sucres

Les protéines qui sont fortement représentées et surexprimées dans le KO par rapport au
WT (Tableau 3) sont, pour la plupart, impliquées dans le métabolisme des sucres, en particulier
la glycolyse: la G3PDH, une hexokinase, la L-lactate déshydrogénase, la pyruvate kinase 6-
phosphofructokinase ; ainsi que la glucogénése avec la malate déshydrogénase. Ceci semble
indiquer que l'augmentation de ces enzymes dans le KO permettrait de maintenir un apport

énergétique constant.
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Tableau 4 : Protéines sous-exprimées dans le mutant PbtRip-KO

‘ ‘ ratio
Uniprot PplasmoDB  fonction prédite KO/WT
Q47273 PLABA PBANKA 0831000 merozoite surface protein 1 (MSP1) 261 219 145 110 59 102 625 0,44
Q4YC86_PLABA PBANKA 0938400 endoplasmic reticulum-resident Ca binding prot 77 58 51 38 27 33 186 0,53
Q4Z2X5_PLABA PBANKA 1439200 polyadenylate-binding protein, putative 49 60 65 39 32 21 174 0,53
Q4YR38_PLABA PBANKA 1200600 Plasmodium exported protein 63 47 39 9 20 31 149 0,38
Q4YRG9_PLABA PBANKA 1423500 Ribosomal protein L13 35 40 46 21 8 21 121 0,41
Q4YJ91_PLABA  PBANKA 1210200 PRE-binding protein 36 30 33 16 17 14 99 0,47
Q4YWJ5_PLABA PBANKA 0610400 SERCA-type CaZ+ -transporting P-ATPase ‘ 29 30 35 17 19 9 94 0,48
Q4YTT7_PLABA PBANKA 0937200. 33 30 25 2 9 12 88 0,26
Q472)7_PLABA  PBANKA 1411300 30 23 25 8 7 9 78 0,31
Q4YQV1_PLABA PBANKA 0416000 high molecular weight rhoptry protein 3 17 32 26 13 7 11 75 0,41
Q4Z2X6_PLABA PBANKA 1032700 CUGBP Elav-like family member 2 17 27 28 10 11 10 72 0,43
Q4YP36_PLABA PBANKA 1206100 eukaryotic translation initiation factor 3 su D ‘ 16 27 30 8 6 18 62 0,43
Q4YP85_PLABA PBANKA 1301300 _ 23 19 19 5 10 4 61 0,31
Q4Z732_PLABA PBANKA 0524800 small exported protein (SEP1) 19 21 20 6 5 10 60 0,35
Q4YY72_PLABA PBANKA 1205000 RNA-binding protein 10 22 24 7 5 11 56 0,41
Q4YCES_PLABA PBANKA 0511400 peroxiredoxin 17 19 20 3 7 19 56 0,52
Q4Z1Z6_PLABA PBANKA 1362000 GIuRS ‘ 11 22 22 4 5 6 55 0,27
Q4Z3H7_PLABA PBANKA 1434700 clathrin heavy chain 10 18 21 10 5 6 49 0,43
QaYRZ4_PLABA PBANKA 0039600 [ OIyAGCNYIAte D IMAINEIDrOtCanteracanaprontll 23 13 10 2 2 46 0,09
Q4Z3D6_PLABA PBANKA 0824800 RNA-binding protein 14 17 14 3 9 9 45 0,47
Q4YPE3_PLABA PBANKA 1424300 ? 11 15 17 2 5 6 43 0,30
Q47161 PLABA PBANKA 1322700 ATP-dependent RNA helicase DBP5 9 19 15 6 7 7 43 0,47
Q4Z3P2_PLABA PBANKA 1315500 sortilin 8 18 14 4 2 3 40 0,26
Q4YB67_PLABA PBANKA 1349100 MSP7-like protein (MSP7) 19 13 7 3 5 6 39 0,36
Q4YA28_PLABA PBANKA 0709000 protein transport protein SEC61 subunit beta 13 16 10 1 7 7 39 0,38
Q4YUI8_PLABA PBANKA_0804100_ 13 14 11 4 4 10 38 0,47
Q4Z7U2_PLABA PBANKA 1242800 eukaryotic translation initiation factor 3 su E ‘ 7 14 15 2 7 6 36 0,42
Q4YBIS_PLABA  PBANKA 0524200 small exported protein (SEP2) 12 12 11 2 2 4 35 0,23
Q47285_PLABA PBANKA 1112300 ras-related protein Rab-1B \ 10 11 14 5 5 7 35 0,49
Q4YVG3_PLABA PBANKA 1019700 _ 9 14 12 4 8 6 35 0,51
Q473W3_PLABA tRip ‘ 8 13 13 34 WT only
Q474G1_PLABA PBANKA 0714200 chaperone protein ClpB1 6 16 11 7 5 2 33 0,42
Q471Y0_PLABA PBANKA 0100700 Plasmodium exported protein 10 12 9 4 4 4 31 0,39
Q4YYA8_PLABA PBANKA_ 1450300 ATP synthase subunit beta, mitochondrial 7 12 10 8 2 3 29 0,45
Q4YUP6_PLABA PBANKA 1450300 ATP synthase subunit beta 8 12 8 10 1 2 28 0,46
Q4YIR2_PLABA  PBANKA 0100700 Plasmodium exported protein 8 10 9 4 4 4 27 0,44
Q4Z6]2_PLABA PBANKA,1450700_ 8 8 10 5 26 0,19
Q4YV79_PLABA PBANKA_ 1308600 fructose-bisphosphate aldolase 2 ‘ 9 12 5 6 1 3 26 0,38
Q4YB68_PLABA PBANKA_ 1349000 MSP7-like protein (MSRP2) 13 7 4 1 1 24 0,08
Q4YVE2_PLABA PBANKA 1331400 _ 4 12 8 2 2 1 24 0,21
Q4YUU4_PLABA PBANKA 1419100 component of 2-oxoglutarate dehydrogenase ‘ 6 9 9 6 3 24 0,38
Q4Y]75_PLABA  PBANKA 1101300 ? 8 9 6 1 1 23 0,09
Q4YT96_PLABA PBANKA 0414600 40S ribosomal protein S15A ‘ 4 11 8 6 2 2 23 0,43
Q47434_PLABA  PBANKA 0506100 5 12 6 10 2 23 0,52
Q4YBD9_PLABA PBANKA 1142800 9 5 8 1 2 3 22 0,27
Q4Z0B8_PLABA PBANKA 1229200 60S ribosomal protein L19 3 9 10 3 3 3 22 0,41
Q4YXFO_PLABA PBANKA 0819900 nucleosome assembly protein (NAPS) 7 6 9 2 4 4 22 0,45
ALF2_PLABA ~ PBANKA 1308600 Fructose-bisphosphate aldolase 2 7 11 4 6 1 3 22 0,45
Q4YV89_PLABA PBANKA 0404700 glutaredoxin 1 5 7 9 2 3 3 21 0,38
Q476Z6_PLABA PBANKA 1221200 60S ribosomal protein L34 5 8 7 1 3 5 20 0,45
Q4YQA4 PLABA PBANKA 1201900 40S ribosomal protein S20e 3 6 11 2 3 4 20 0,45
Q4YVB8_PLABA PBANKA 1008200 cGMP-dependent protein kinase 3 10 6 2 3 2 19 0,37
Q4YN28_PLABA PBANKA 0417500 60S ribosomal protein L32 4 7 8 6 1 1 19 0,42
Q4YQC6_PLABA PBANKA 1234200 40S ribosomal protein 5§24 5 7 7 5 2 2 19 0,47
Q4YYDO_PLABA PBANKA 1445400 protein transport protein SEC13, putative 8 5 5 2 18 0,11
Q4YZJ7_PLABA PBANKA 1301400 proteasome subunit alpha type-1 3 8 7 3 1 3 18 0,39
Q4YHQ4_PLABA PBANKA 0938300 heat shock protein 3 9 5 2 3 17 0,35

€)1
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Tableau 4 (suite) : Protéines sous-exprimées dans le mutant PbtRip-KO

\ \ Spectres WT nombre total ratio
Uniprot PplasmoDB  fonction prédite WT-1  WT-2 WT-3 spectres wt KO/WT
Q4Z092_PLABA PBANKA 0916400 6 ‘ 6 ‘ 5 2 3 1 17 0,35
Q4Z7S7_PLABA PBANKA 1039600 26S proteasome regulatory subunit RPN6 2 7 7 3 2 16 0,44
Q4YWBO_PLABA PBANKA 0605300 eukaryotic translation initiation factor 5 2 9 5 5 1 2 16 0,50
Q4YE38_PLABA PBANKA 0316200 Plasmodium exported protein 3 6 6 2 3 15 0,33
Q4YVB5_PLABA PBANKA_1008000 ? 3 6 6 1 5 15 0,40
Q4YYRO_PLABA PBANKA 1313800 signal recognition particle subunit SRP54 1 9 4 1 2 1 14 0,29
Q4YVI7_PLABA PBANKA 1225700 GTPase-activating protein 2 5 7 1 4 14 0,36
Q4Z710_PLABA PBANKA 1426700 hydroxymethyldihydropterin pyrophosphokinase 1 7 6 1 2 3 14 0,43
Q4Z763_PLABA PBANKA 0903900 coatomer subunit gamma, putative (SEC21) 2 6 6 1 2 4 14 0,50
Q4YZH7_PLABA PBANKA 1138200 RuvB-like helicase 3 4 8 2 3 1 3 14 0,50
Q4YS66_PLABA PBANKA 0811300 Ran-binding protein 1 6 7 2 3 2 14 0,50
Q4YZR1_PLABA PBANKA 0804500 10 2 1 1 13 0,07
Q4YHJ5_PLABA PBANKA 1328100 ATP synthase (C/AC39) subunit 2 5 6 1 2 13 0,23
Q4Z034_PLABA PBANKA 1431050 10 kDa chaperonin 4 6 3 4 13 0,31
Q4Z0B9_PLABA PBANKA 1011400 DNA topoisomerase 2 7 4 2 1 4 13 0,38
Q4YZBO_PLABA PBANKA 1231500 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 2 4 5 4 1 4 13 0,38
Q4YB34_PLABA PBANKA 1131900 serine/threonine protein phosphatase 5 3 6 4 3 1 2 13 0,46
Q4YP38_PLABA PBANKA 0403800 membrane protein 3 5 5 1 5 13 0,46
Q4YB66_PLABA PBANKA 1349200 MSP7-like protein (MSRP1) 5 3 4 1 1 1 12 0,25
Q4YPO7_PLABA PBANKA 0928800 splicing factor U2AF small subunit 3 4 5 1 1 1 12 0,25
Q4YYS8_PLABA PBANKA 1425000 RNA-binding protein 3 5 4 3 12 0,25
Q4YPF3_PLABA PBANKA 0610200 DNA replication licensing factor MCM5 4 4 4 2 1 1 12 0,33
Q4YRES_PLABA PY00463 mitochondrial phosphate carrier protein 2 6 4 3 1 12 0,33
Q4YQD9_PLABA PBANKA 1113400 secreted ookinete protein 5 3 4 3 1 1 12 0,42
Q4YQ62_PLABA PBANKA_ 1341500 RNA-binding protein 2 6 4 1 2 3 12 0,50
Q4YPJ9_PLABA  PBANKA 1234500 ? 2 5 5 12 WT only
Q4Z3Y9_PLABA PBANKA 0905000 40S ribosomal protein S21, putative (RPS21) 5 2 4 1 11 0,09
Q4YT95_PLABA PBANKA 0414500 HVA22/TB2/DP1 family protein 3 4 4 2 11 0,18
Q4YGE2_PLABA PBANKA 1463000 osmiophilic body protein (G377) 3 4 4 2 1 11 0,27
Q4YAW3_PLABA PBANKA 1358600 isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial 5 5 1 3 1 11 0,36
Q4YZN6_PLABA PBANKA 1200800 RNA-binding protein 4 3 4 1 2 2 11 0,45
Q4YWZ0_PLABA PBANKA 0602700 nucleosome assembly protein 3 5 3 3 1 1 11 0,45
Q4YJYO_PLABA PBANKA 0501100 early transcribed membrane protein (SEP3) 4 4 3 11 WT only
Q4YRR5_PLABA PBANKA 0314200 calcium-dependent protein kinase 1 (CDPK1) 3 4 3 1 10 0,10
Q4Z7F8_PLABA PBANKA 1321000 ? 2 4 4 1 1 10 0,20
Q4YMZ7_PLABA PBANKA 0401800 HAD superfamily protein 3 3 4 1 1 10 0,20
Q4YZ34_PLABA PBANKA 1451600 SUMO-activating enzyme subunit 2 3 5 2 1 1 1 10 0,30
Q4YQZ6_PLABA PBANKA 0103300 3 4 3 1 2 10 0,30
Q4Z5G1_PLABA PBANKA 1116300 malate:quinone oxidoreductase 2 4 4 2 1 10 0,30
Q4YPD4_PLABA PBANKA 0808900 ATP-dependent protease ATPase subunit ClpY 2 4 4 1 2 10 0,30
Q4YSH6_PLABA PBANKA 1202700 RNA-binding protein 3 4 3 1 2 10 0,30
Q4Z2K7_PLABA PBANKA 0205200 3 3 4 2 1 1 10 0,40
Q4YSM5_PLABA PBANKA 0912200 signal recognition particle subunit SRP72 1 4 5 3 2 10 0,50
Q4YKK6_PLABA PBANKA 0316000 replication factor C subunit 1 7 2 1 10 WT only
Q4YJC2_PLABA PBANKA 1127000 choline/ethanolaminephosphotransferase 1 4 5 10 WT only

proteines impliquées dans la traduction
aaRSs

N>15%
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(iii) Protéines sous-exprimées dans le mutant tRip-KO

Comme attendu, on ne détecte pas tRip dans le protéome KO et de nombreuses protéines
sont sous-exprimées par rapport au protéome du parasite WT (Tableau 4). Ceci peut étre la
conséquence de deux processus : inhibition de la traduction et/ou inhibition de I'expression de
certains génes spécifiques.

Il est intéressant de voir que les protéine MSP-1 (Q4Z273_PLABA, KO/WT = 0,44), MSP-7
(Q4YB67_PLABA, KO/WT = 0,36), MSRP-1 (Q4YB66_PLABA, KO/WT = 0,25) et MSRP-2
(Q4YB68_PLABA, KO/WT = 0,08) figurent parmi les protéines sous-exprimées dans le mutant
tRip-KO. Ces protéines localisent a la membrane plasmique du futur mérozoite et lui permettent
d’établir le contact primaire avec I'érythrocyte (Holder et al, 1992). Bien que d’autres protéines
participent a cette fonction, il est possible que la baisse d’expression de ces MSP soit en partie a
I'origine de 'anomalie observée dans le stade sanguin, en diminuant la capacité d’établir le

contact primaire.

(iv) Aminoacyl-ARNt synthétases

Parmi les 20 aaRS cytosoliques existantes, on détecte au total 17 aaRS (Tableau 5).
Malheureusement, pour la plupart d’entre elles, elles ne sont pas suffisamment abondantes dans
les échantillons analysés pour passer le seuil strict que nous avons choisi. Cependant, il semble
que leur expression soit globalement stimulée dans la souche KO. C’est particuliérement vrai
pour les LysRS, AspRS et TyrRS, surexprimées 10,5, 5 et 9 fois respectivement. Les deux
exceptions sont la MetRS qui est stable et surtout la GluRS qui elle est 4 fois moins représentée
dans le KO que dans le WT. L’AsnRS quant a elle, n’est pas détectable dans le parasite WT et n’est

retrouvée que chez le KO, suggérant la aussi qu’elle est surexprimée.

Tableau 5 : Expressions différentielles des aaRS de Plasmodium.

Spectres WT ratio
Uniprot PplasmoDB  fonction préd, ~ WT-1 WT-2 WT-3 KO/WT

Q4Z2V5_PLABA PBANKA 092230( ThrRS 2 1 1 KO only
Q4YQ23_PLABA PBANKA 030860( AsnRS 3 6 KO only
Q4Z6F9_PLABA PBANKA_020380( PheRSa 1 1 KO only
Q4Z600_PLABA PBANKA_130890( HisRS 1 1 KO only
Q4YVHO_PLABA PBANKA _102280( GlyRS 2 KO only
Q4YBC3_PLABA PBANKA_143420( ArgRS 1 KO only
Q4YTR2_PLABA PBANKA 142960( ProRS 1 9 3 10 9 11 2,3
Q4YVDO_PLABA PBANKA 061540( SerRS 1 1 3 1 2 2,5
Q4YSNO_PLABA PBANKA 136290( LysRS 3 1 22 8 12 10,5
Q4YNK4_PLABA PBANKA 021020( AspRS 1 1 4 4 2 5
Q4YR88_PLABA PBANKA 122280( TyrRS 1 5 3 1 9
Q4YYC6_PLABA PBANKA 094290( PheRSb 1 1 3 1 5
Q4YYY6_PLABA  PBANKA 132560( ValRS 2 3 1 2
Q4YVD4_PLABA PBANKA 051870( MetRS 2 9 7 4 6 9 1,05
Q4Z3M2_PLABA PBANKA 114360( AlaRS 9 15 11 13 7 9 0,82
Q4Z2Y7_PLABA  PBANKA 112170( LeuRS 6 9 7 5 4 5 0,63
Q4Z1Z6_PLABA  PBANKA 136200( GIuRS 11 22 22 4 5 6 0,27
Q4YR89_PLABA PBANKA_135070( TrpRS 1 WT only
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d. Usage des acides aminés

Afin de déterminer la proportion de protéines qui sont directement affectées dans leur
synthese, la composition en acides aminés des protéines sous-exprimées dans le parasite KO
(WT>KO) a été comparée a la composition en acides aminés des protéines non affectées (KO =
WT, données non montrées) et surexprimées (KO>WT). On observe que l'utilisation des acides
aminés est globalement la méme dans les trois catégories de protéines a l'exception de
I'asparagine (réduite de 30% dans le parasite KO) (Figure 27A). Cette utilisation différentielle
d’asparagine est encore plus importante si on considére les répétitions d’asparagine

(Figure27B).
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Figure 27 : Utilisation des acides aminés dans les protéines de P. berghei WT et tRip-KO.
(A) Usage des acides aminés en pourcentage dans les protéines dont l'expression n’est pas
affectée (WT = KO, gris), est inhibée (WT>KO, en vert) ou est stimulée (KO>WT, en rouge) dans
le parasite tRip-KO par rapport au WT. (B) Fréquence des répétions d’acides aminés dans les
différents groupes de protéines (nombre de répétition de 5 acides aminés ou plus par 1000
acides aminés).
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En effet, le nombre de protéines contenant au moins 5 asparagines successives sont
considérablement réduites dans le KO (plus de 80% de réduction, ces protéines sont surlignées
en gris dans le Tableau 4). Ceci suggére que ces protéines sont sous-exprimées en conséquence

d’une traduction inefficace, au moins localement.

Il est maintenant nécessaire de compléter ces résultats avec des expériences de RT-qPCR
sur certains ARNm. Ces expériences permettront de vérifier si les protéines dont I'expression
varie significativement sont inhibées au niveau de la traduction (les quantités d’ARNm ne

devraient alors pas varier entre le WT et le KO), ou au niveau des ARNm.

3. Identification des interactants protéiques de tRip

a. Co-immunoprécipitation

Pour identifier les partenaires de tRip, j'ai effectué des co-immunoprécipitations en
utilisant un anticorps anti-tRip purifié, dirigé contre la partie C-terminale de la protéine. Cet
anticorps est idéal pour cette expérience puisqu’in vivo, c’est la partie N-terminale de tRip qui
est intracellulaire et donc potentiellement en interaction avec d’autres protéines intracellulaires.
La fixation de I'anticorps n’est donc pas inhibée par la présence d’'un complexe et vice versa.

Les extraits protéiques ont été préparés a partir d'un mélange des différents stades
sanguins du parasite (Figure 28). Cette option offre la possibilité d'obtenir beaucoup de
parasites en une fois et de travailler extemporanément. Méme si nous n'avons pas démontré
I'import d'ARNt spécifiquement dans les stades érythrocytaires, le phénotype observé in vivo
correspond a une situation pertinente pour identifier les interactants potentiels de tRip.

Des souris ont été infectées par Pb WT et tRip-KO et les infections se sont développées
sur plusieurs jours. Le sang est ponctionné puis filtré sur filtre Plasmodipur afin d’éliminer les
leucocytes des souris. Les membranes des globules rouges sont lysées puis les protéines des
parasites libres ont été extraites. C'est sur cet extrait protéique qu’est réalisée la co-
immunoprécipitation de tRip a 'aide du kit uMACS™ (Miltenyi Biotec). Les protéines retenues
par I'anticorps anti-tRip puis éluées sont précipitées et analysées par spectrométrie de masse
(Tableau 6). Le contrdle négatif est réalisé en parallele avec la souche tRip-KO, ce qui m’'a

permis d’écarter de mes analyses les protéines présentes dans ces échantillons.
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Figure 28 : Protocole de co-immunoprécipitation de tRip a partir de sang infecté par P.
berghei. Deux groupes de souris sont infectés : I'un avec la souche WT, l'autre avec la souche
tRip-KO (utilisée comme controle négatif). L’infection se développe durant plusieurs jours, le
temps d’atteindre 10% de parasitémie. Le sang est souris est alors ponctionné, les érythrocytes
sont lysés, puis les protéines des parasites sont extraites. La co-immuniprécipitation de tRip est
réalisée avec un anticorps anti-C-ter et permet d’isoler des partenaires protéiques spécifiques
du domaine N-ter de tRip.

Les étapes de préparation des échantillons sont globalement les mémes dans les
différents réplicats, sauf les méthodes de lyse des érythrocytes. J'ai testé trois techniques
différentes : le chlorure de calcium (échantillon 1), la saponine (échantillon 2) ainsi que la
streptolysine O (échantillon 3 et 4). J’ai aussi utilisé deux types de billes magnétiques pour lier
I'anticorps : soit recouvertes de protéine A (échantillons 1, 2 et 3), soit recouvertes de la
protéine G (échantillon 4). Toutes les deux ont une grande affinité pour I'anticorps de lapin (voir
le paragraphe B. 6. dans le Matériel et Méthodes). Par comparaison, I'échantillon 2 a permis

d’obtenir moins de spectres que les trois autres échantillons.

b. Analyse des résultats

Comme attendu, tRip (Q4Z3W3_PLABA) n’est présente que dans les échantillons
préparés a partir de parasites sauvages, et absente dans le controle négatif. L’identité et la
fonction des protéines annotées dans la banque Uniprot ont été vérifiées dans la banque
EupathDB. En effet, par exemple, les protéines tRip et Pus7 sont indiquées comme étant toutes
les deux une MetRS, et la GInRS n’est pas annotée dans Uniprot.

Dans le Tableau 6, la GIuRS est la seule a étre présente systématiquement dans
I’échantillon WT et absente dans I’échantillon KO. La PUS-7 et la GInRS sont aussi de bonnes
candidates, car présentes dans 3 réplicats sur 4 et jamais retrouvées dans les élutions KO. La
PUS-7, pour pseudouridine synthase, est une enzyme de modification des ARNt, en particulier le

nucléotide U13 dans le bras D (Behm-Ansmant et al., 2003). Les autres protéines sont soit
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présentes aussi dans I’échantillon KO (L18-2, NOP-5, L12) ou avec une localisation cellulaire qui

a priori ne peut pas permettre leur présence dans le complexe (Dihydrolipoamine

succinyltransférase, nuclear preribosomal assembly protein et NOP5).

Tableau 6 : Identification de partenaires protéiques de la protéine tRip de P. berghei aux

stades sanguins.

réplicats Unipro
1,2,3,4 Q4Z3W3_PLABA
1,2,3,4 Q4Z1Z6_PLABA
1,3,4 Q4YVD4_PLABA
1,3,4 Q4Z065_PLABA
2,3,4 Q4YD28_PLABA

1,

e e

3
3
4
3
3
3
2

Q4YQ19_PLABA
Q4YRY6_PLABA
Q4YUU4_PLABA
Q4YW26_PLABA
,4  Q4Z166_PLABA
,4  Q4YTRS_PLABA
,4  Q4YYJ3_PLABA

EupathDB

PBANKA
PBANKA
PBANKA
PBANKA
PBANKA
PBANKA
PBANKA
PBANKA
PBANKA
PBANKA
PBANKA
PBANKA

1306200.
1362000.
0518700.
1346600.
1354500.
1442400.
1406800.
1419100.
0923500.
1207000.
1432000.
1231800.

fonction

tRip

GluRS

PUS-7

GInRS

L18-2

fonction inconnue
S27

Dihydrolipoamide succinyltransferase
nuclear preribosomal assembly protein

NOP5
SRP 19
L12

1
711,3
942,8

387,1
133,2
112,1
112,1
616,4
369
402,2
342,6

élution WT/scores

2
373.2
199.5

89.9

72.1

3 4 -

601,5 422,2
443,5 365
3054 186,1
96,2 _
64,8 _

- 39
137,9 -
1043 929
75,8 79,9

200,6

jamais
jamais
jamais
jamais
201 (4)
jamais
jamais
jamais
jamais
143,9 (4)
128 (4)
242,3 (4)

localisation
cellulaire

cytosol
cytosol
cytosol
cytosol
cytosol
cytosol
cytosol

Mitochondrie
Noyau
Noyau
cytosol
cytosol

Liste des protéines détectées par spectrométrie de masse présentes dans les élutions WT et
absentes dans les élutions KO. Les protéines en rouge sont celles systématiquement présentes
dans les extraits WT et absentes dans les extraits KO des 4 expériences répétées et en orange
dans 3 expériences sur 4. GIuRS : Glutamate-ARNt synthétase ; Pus7 : Pseudouridine synthase 7 ;
GInRS : Glutamine-ARNt synthétase.

GIuRS, GInRS et PUS-7 possédent une particularité dans leur structure: un domaine

additionnel a leur extrémité N-terminale (Figure 29). Chacun contient au moins une LCR et,

chez la GIuRS, un domaine GST-like est également présent. Ce type de domaine, souvent

impliqué dans des interactions protéine/protéine, pourrait étre le site de contact avec la partie

N-terminale de tRip. Selon les prédictions informatiques (NCBI et Predictprotein.org), la GluRS

et la PUS-7 contiendraient également un domaine transmembranaire. Ces observations

suggérent que, comme tRip, la GIuRS et la PUS-7 seraient localisées a la membrane plasmique du

parasite au stade sanguin.

Ces résultats confirment ce qui est déja connu pour les protéines qui contiennent un

domaine de liaison aux ARNt homologue a celui de tRip. Celles-ci sont souvent impliquées dans

la formation de complexes multisynthétasiques, comme la protéine Arcl qui ancre la MetRS et la

GIuRS dans le cytosol de S. cerevisiae (Simos et al., 1998). Mais c’est la premiére fois qu’on trouve

une enzyme de modification des ARNt dans ce type de complexe. Ces résultats suggérent que

certains ARNt importés pourraient étre modifiés par les enzymes plasmodiales correspondantes,

puis étre utilisés dans la synthése protéique du parasite. Il est intéressant de noter aussi que les

ARNtGlu et ARNtGIn substrats des GIuRS et GInRS respectivement sont également des substrats
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potentiels de 'enzyme Pus-7. En effet, ils possédent un U en position 13 susceptible d’étre

modifié par cette enzyme (Behm-Ansmant et al., 2003).
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Figure 29 : Représentation schématique des protéines trouvées en complexe avec tRip au
stade sanguin chez P. berghei. Les région de faibles complexité (LCR, orange), les domaines
transmembranaires prédits par Predictprotein (violet, https://predictprotein.org/) et les
domaines GST-like prédits (bleu, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd) sont indiqués. Les
domaines N-terminaux des protéines, spécifiques a Plasmodium, sont encadrés en pointillés.

c. Etude préliminaire de la GIuRS de P. berghei

Pour initier un nouveau volet de mon travail, j’ai entrepris I’étude de la GluRS. Mon but
premier était de tester si les ARNtGu de la souris étaient aminoacylables par l'enzyme
plasmodiale. La GIuRS est une aminoacyl-ARNt synthétase de classe I. Dans les différents
génomes de Plasmodia, cette protéine contient des domaines supplémentaires aux domaines
catalytique et de liaison a I'anticodon. J'ai choisi de travailler avec I'enzyme de P. berghei (803
acides aminés, 94 KDa) car celle-ci contient des séquences LCR plus courtes que ses homologues
des autres especes de Plasmodium, réduisant ainsi potentiellement les difficultés a la
surproduire.

La séquence du géne de la GIuRS de P. berghei a été clonée dans un plasmide pCDNA3.1
modifié, qui permet de produire la protéine chez E.coli avec un tag histidine a I'extrémité C-
terminale. Aprés purification sur colonne Ni-NTA et analyse sur gel (Figure 30), on détecte une
bande d’intensité faible vers 100 KDa, qui apres analyse par spectrométrie de masse s’avére étre
effectivement la GluRS entiére (94 kDa). Cependant, j'obtiens majoritairement une forme clivée,
autour de 65-70 kDa. La spectrométrie de masse a montré que cette protéine correspond bien a
la GluRS et qu’elle serait dépourvue des 250 premiers résidus. Ainsi, la forme tronquée de la
protéine obtenue correspond uniquement a son domaine catalytique et son domaine de liaison a

I’ARNt (Figure 29). La purification a été refaite en présence d’inhibiteurs de protéases dans tous
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les tampons, mais cela n’a pas permis d’empécher la protéolyse. Le cceur catalytique de la

protéine étant présent, j'ai tout de méme testé cette forme clivée de I'enzyme en aminoacylation.

kDa 5 2,5 1,25 06 ug

250
130
100

70

PbGIURS (94 kDa)

Formes tronquées
de la PbGIuRS
55

35

25

Figure 30 : Production de la protéine PbGluRS recombinante. Le gel (10%) présente le profil
de migration de la PbGIuRS purifiée sur colonne Ni-NTA. La forme majoritaire obtenue est clivée

Tableau 7 : Plateaux de charge obtenus avec différents ARN par la glutamyl-ARNt
synthétase (GluRS) recombinante de P. berghei.

ARN total ARNt total
Plasmodium 80%

foie souris 6% foie souris 50%
Hepa 1-6 40%

Cos-7 30%
S. cerevisaie 5%
E. coli 3%

Les résultats sont exprimés en % d’ARNtGlu théoriquement disponible dans les différents
échantillons testés (0,75% dans I’ARN total, 15 % dans I’ARNt total, 100% des transcrits). Cos7 :
fibroblastes de singe ; Hepa 1-6 : hépatocytes murins. Moyenne de 3 expériences indépendantes.
Le faible taux d’aminoacylation du transcrit de 'ARNtGlu (CTC) de Plasmodium indique que celui-
ci est certainement mal replié.

Pour tester l'activité d’aminoacylation de la PbGIuRS in vitro, j’ai utilisé des ARNtGlu
d’origines diverses (Tableau 7) : Plasmodium, souris (M. musculus), singe (Chlorocebus), levure
(S. cerevisiae) et bactérie (E. coli), préparés de différentes facons (ARN total contenant environ

15% d’ARNt ou ARNt total). J'ai également produit les quatre transcrits d’ARNt correspondant
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aux deux isoaccepteurs ARNtGlu (TTC) et (CTC) de P. berghei et de souris. J'ai obtenu trois des
quatre transcrits d’ARNt voulus. Dans la quatriéme séquence qui correspond a I’ARNtGu (CTC) de

souris, le transzyme ne clive pas malgré les différentes conditions de coupure testées.

Ces expériences ont permis de mettre en évidence que la GIuRS de P. berghei, méme
tronquée, est active en glutamylation in vitro. En effet, TARNtGu théoriquement présent dans
I’ARN total de Plasmodium est aminoacylé a 80%. La GluRS de Plasmodium est spécifique
puisque les ARNtGlu présents dans I'’ARNt total de levure (S. cerevisiae) et de bactérie (E. coli) ne
sont que trés peu chargés. On observe également des différences d’efficacité avec les ARN de
souris. Les ARNtGlu présents dans les ARN isolés a partir de foie de souris sont aminoacylés
seulement a 6 % (30% pour les cellules Cos-7, d’origine simienne). Il est intéressant de noter
qu’'en 'absence des ARNr et ARNm, les ARNtGlu de foie souris sont aminoacylés plus efficacement
en passantde 6 a 50 % (40 % des ARNtGlu issus de cellules de foie de souris en culture Hepa 1-6),
suggérant que la GIuRS aurait peu d’affinité ou de spécificité pour ces ARNtGlu de vertébrés. Enfin,
cette discrimination Plasmodium/vertébré semble disparaitre lorsqu’on utilise des transcrits
purs d’ARNtGl, indiquant que les bases modifiées des ARNt de vertébrés (absentes dans les
transcrits) pourraient étre impliquées. L’ensemble de ces expériences sont a reproduire dans
des conditions différentes (concentrations en substrats et enzyme) afin de déterminer si ces

premiéres observations sont correctes.
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C. Implication des ARNt importés dans la physiologie du parasite

au stade sporozoite

1. Pourquoi je n’ai pas pu identifier les interactants de tRip et comparer les
protéomes au stade sporozoite

Les sporozoites obtenus apres dissection des glandes salivaires de moustiques infectés
(P. berghei WT ou tRip-KO) sont contaminés par des micro-organismes ainsi que par des cellules
provenant de I'hOte (notamment des bouts de cuticule). Une étape de purification est
indispensable pour augmenter nos chances de détecter les protéines de sporozoites par
spectrométrie de masse. Nous (Nassira Mahmoudi-Kaidi, Marta Cela et moi-méme) avons fourni
beaucoup d'efforts dans la mise au point de trois méthodes différentes de purification des
sporozoites (voir le matériel et méthodes pour le descriptif de ces trois protocoles). J'ai pu tester
deux préparations en spectrométrie de masse.

Les protéines de sporozoites purifiés par la méthode au Percoll® sont fortement
contaminées par des protéines de moustiques. La comparaison des résultats de triplicats montre
que cette technique n’est pas reproductible.

Les protéines de sporozoites purifiés sur colonne échangeuse d’anions sont contaminées
par la BSA présente dans les tampons. Malgré les lavages, la BSA reste collée au parasite et est
retrouvée en grande majorité parmi les peptides identifiés. Cette trop forte contamination n’a
pas permis de traiter le peu de données obtenues.

Enfin, la troisiéme et derniére technique de purification utilisant de ’Accudenz (Kennedy
etal.,, 2012) a donné trop peu de sporozoites purifiés.

Il faut noter que nous nous sommes rendu compte, tardivement, que les vitesses de
centrifugation utilisées dans ces protocoles sont trop élevées (12000 rpm), et détruisent une
grande proportion des sporozoites.

J'ai également réalisé plusieurs co-immunoprécipitations de tRip en prenant en
considération l'agencement particulier des membranes du sporozoite (Figure 31A). Jai
consacré beaucoup de temps a mettre au point cette expérience. En effet, le sporozoite possede
un systeme endomembranaire retrouvé juste sous la membrane plasmique: I'IMC (« Inner
Membrane Complex ») (Morrissette et Sibley, 2002 ; Harding et Meissner, 2014). Ensemble, la
membrane plasmique et I'IMC forment une triple couche membranaire qui est appelée la
pellicule du parasite. L’IMC confére leur stabilité structurale aux cellules, il est important pour la
mobilité et I'invasion du parasite et il intervient dans le développement des cellules filles lors
des phases de division (Beck et al, 2010; Poulin et al, 2013). 11 est composé de sacs
membranaires aplatis, appelés alvéoles, reliés entre eux par des «particules»

intramembranaires de 9 nm de diametre (Morrisette et al., 1997). Les alvéoles sont soutenues
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du coté cytoplasmique par le cytosquelette (Morrisette et al,, 1997) et par des protéines des
filaments intermédiaires du réseau sous-pelliculaire (Kudryashev et al.,, 2010). L’IMC disparait
quand le sporozoite envahit un hépatocyte (Poulin et al,, 2013) ou quand le mérozoite infecte un
érythrocyte (Kono et al., 2012).

La protéine tRip étant ancrée dans la membrane plasmique du sporozoite, elle est donc
isolée du cytosol par 'IMC. Ainsi, on peut s’attendre a identifier des interactants spécifiques du

stade sporozoite qui ne sont pas des protéines cytosoliques. En conséquence, j'ai veillé, au cours
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Figure 31 : Schéma des membranes de Plasmodium aux stades sanguins et sporozoite. (A)
La protéine tRip peut interagir directement avec des partenaires cytosoliques seulement aux
stades sanguins. La présence du complexe interne de membranes I'en empéche au stade
sporozoite. (B) Protocole de séparation de la membrane plasmique du reste du sporozoite.

70



de 'expérience, a ne jamais mettre tRip en contact avec des protéines cytosoliques. Pour ce faire,
j’ai préparé deux types d'échantillons a partir des sporozoites : (a) un échantillon contenant les
membranes plasmiques et 'espace inter-membranaire et (ii) un échantillon contenant 'IMC et le
cytoplasme qu'’il contient (Figure 31B). Cette stratégie n'a pas abouti. En effet, la limite majeure
de cette expérience est la quantité et la qualité des sporozoites utilisés. Pour partir d'un grand
nombre de sporozoites, j'ai regroupé des culots de parasites provenant de plusieurs dissections
congelés a -80°C. Les échantillons ont certainement été fragilisés. Pour éviter ce probléme, il
faudrait procéder avec des sporozoites fraichement disséqués. Cependant, il est difficile non
seulement d'obtenir les quantités suffisantes de sporozoites en une seule préparation, mais
aussi de faire la dissection et la co-immunoprécipation en une seule journée (pour utiliser des

parasites frais).

2. Transmigration

La vacuole parasitophore est absente chez les formes mobiles du parasite, c’est-a-dire le
zygote, le mérozoite, I'oocinete et le sporozoite. En théorie, cette situation est favorable aux
échanges entre le parasite et ’hote. Dans le cadre de ma thése, je me suis particuliérement
intéressée a 1'étape de la traversée cellulaire effectuée par les sporozoites, une des rares étapes
ou le parasite est en contact direct avec le cytosol de I'hote (Figure 32).

Cette étape est initiée dés la sortie des sporozoites des ookystes du moustique, lorsqu'’ils
doivent traverser les cellules acineuses des glandes salivaires pour en atteindre les canaux. Lors
d’'une piqire infestante de moustique, ils poursuivent leur migration en quittant le site de la
piqiire (Ménard et al.,, 2000 ; Amino et al., 2008 ; Moreira et al., 2008 ; Ejigiri et al., 2009, Ménard
et al, 2013 ; Tavares et al, 2013). C’est une étape importante durant laquelle ils traversent de
nombreuses cellules en direction du foie. Cette étape se fait en deux temps : d’abord au niveau
de la peau, pour rejoindre un vaisseau sanguin ou lymphatique, puis au niveau du foie, ou les
sporozoites migrent des capillaires sanguins hépatiques jusqu’a ’hépatocyte final. Le transport
entre ces deux étapes est passif, d{i au flux de circulation du sang ou de la lymphe (Douglas et al.,
2015).

Au niveau du foie, les sporozoites quittent le flux sanguin en traversant les cellules de
Kiipffer (Baer et al,, 2007) et les cellules endothéliales sinusoidales (Tavares et al., 2013). La
traversée cellulaire a différents roles : outre celui d’amener les sporozoites d'un point a un autre,
elle leur permet d’éviter la phagocytose par les macrophages résidents dans le derme (Amino et
al, 2007), et elle permet leur « activation » pour infecter les hépatocytes (Mota et al., 2002). En
moyenne, quatre hépatocytes sont traversés avant que les sporozoites se s’installent dans un

hépatocyte final (Mota et al., 2001 ; Mota et al., 2002 ; Risco-Castillo et al.,, 2015).
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Figure 32: Itinéraire des sporozoites, de I’hémolymphe du moustique jusqu’a
I’hépatocyte final de I’hdte vertébré. Les sporozoites traversent de nombreux types cellulaires
différents avant de se multiplier et de former un schizonte hépatique : les cellules acineuses
(cellules sécrétrices des glandes salivaires), les cellules de la peau de 'h6te vertébré, les cellules
de Kiipffer (macrophages qui bordent les vaisseaux capillaires du foie), les cellules endothéliales
et enfin, les hépatocytes.

Afin de vérifier si 'import des ARNt est impliqué dans la traversé cellulaire, j'ai réalisé
des tests comparatifs entre les sporozoites WT et des sporozoites tRip-KO. Il est possible de
reconstituer et de quantifier cette étape de migration cellulaire in vitro (Figure 33A). Bien que
les expériences réalisées pour l'article (Kapps et al.,, 2016) montrent que les souche WT et tRip-
KO produisent autant de sporozoites dans les glandes salivaires des moustiques infectés et que
ceux-ci produisent le méme nombre de schizontes hépatiques, cette expérience met en évidence
un comportement différent des sporozoites WT et tRip-KO lors de la traversée cellulaire. En un
temps donné, les sporozoites tRip-KO traversent plus d'hépatocytes que les sporozoites WT
(Figure 33B). Cela suggere que les sporozoites tRip-KO soit traversent les hépatocytes plus

efficacement que les sporozoites WT, soit qu’ils ont des difficultés a s’installer.
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Figure 33 : Mesure de la traversée cellulaire des sporozoites WT et tRip-KO de P. berghei.
(A) Principe de la mesure du nombre d’hépatocytes traversés (80000 Hepa 1-6/puits en plaque
24 puits). Les sporozoites sont déposés sur les hépatocytes et les traversent. Des pores se
forment aux sites d’entrée et de sortie des hépatocytes traversés, ce qui permet l'entrée du
Dextran-FITC fluorescent. Les pores se referment rapidement, ce qui piége le Dextran-FITC dans
les hépatocytes, permettant ainsi de les quantifier par cytométrie en flux. (B) Intensité de
fluorescence moyenne des hépatocytes : incubés sans sporozoites (spz), avec sporozoites WT
(spz WT) et sporozoites tRip-KO (spz tRip-KO) pendant 1 h. Le résultat est représentatif de trois
expériences indépendantes, réalisées en triplicats.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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A. Conclusions

Au cours de ma thése, mes collegues et moi méme avons mis en évidence une nouvelle
interaction hote pathogeéne unique dans le parasite responsable du paludisme. Les résultats sont
récapitulés dans la Figure 34.

Les parasites du genre Plasmodium, et plus largement les Apicomplexa, possedent un
géne unique codant pour une protéine de liaison aux ARNt, homologue a la protéine chaperonne
bactériale Trbp111. Il s’agit du géne PF3D7_1442300 chez P. falciparum et PBANKA_1306200
chez P. berghei, notre organisme d'étude. Ce géne code pour une protéine que nous avons
appelée tRip. Elle n’est pas essentielle et est exprimée tout au long du cycle de vie du parasite.
Son domaine transmembranaire central la localise a la membrane plasmique du parasite, tandis
que les domaines N-terminal et C-terminal de part et d’autre sont intracellulaire et
extracellulaire, respectivement. Son domaine extracellulaire reconnait la structure
tridimensionnelle des ARNt et permet aux sporozoites d'importer les ARNt étrangers in vitro.

Nous ne savons pas a quel moment du cycle I'import a lieu in vivo, mais nous avons
montré que le développement du parasite, que ce soit dans le moustique ou au cours de la phase
hépatique chez I'’héte vertébré, n’est pas modifié significativement. Il semble cependant que la
délétion de tRip augmente la traversée cellulaire du sporozoite KO, suggérant que I'import
d’ARNt accélérerait I’établissement des sporozoites dans les hépatocytes pour initier la
formation des schizontes hépatiques.

Le stade principalement affecté par I'import d’ARNt est le stade sanguin. Les parasites
KO sont caractérisés par une multiplication plus lente et une synthese protéique réduite. D’'une
part, j’ai pu montrer que le domaine N-terminal de tRip permet son interaction avec trois
protéines cytosoliques du parasite : la GIuRS, la GInRS, et la Pus-7. Toutes les trois ont les ARNt
comme substrat. La présence de deux aaRSs indique que les ARNt correspondant (ARNtGlu et
ARNtGIn) pourraient jouer un role primordial dans la physiologie du parasite. Quelle que soit leur
origine (parasite ou hote), 'aminoacylation ou la modification post-transcriptionnelle des
ARNtGlu et ARNtGIn pourraient étre dépendante de la formation et de la localisation cellulaire de
ce complexe. La GIuRS, a été surproduite dans E. coli et en dehors du complexe montre une
efficacité d’aminoacylation limitée vis-a-vis des ARNtGu de souris.

D’autre part, I'analyse protéomique comparative des souches WT et tRip-KO au stade
schizonte sanguin montre que I'expression de la majorité des protéines n’est pas modifiée. C'est
le cas par exemple pour les facteurs de la traduction ainsi que les protéines ribosomales.
Cependant, un certain nombre de protéines sont sous-exprimées dans le parasite KO. Parmi elles,
on trouve certaines protéines importantes pour l'invasion des érythrocytes qui pourraient étre a
I'origine, au moins partiellement, d’'une multiplication ralentie au stade sanguin. De plus,

I'incorporation de 'asparagine dans les protéines du parasite pourrait jouer un roéle central dans
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les variations observées, puisque l'expression des protéines qui contiennent des insertions
riches en répétitions d’asparagine, abondantes chez Plasmodium, est particuliérement réduite en
I'absence de tRip.

Enfin, de facon inattendue, certaines protéines sont surexprimées, suggérant que des
processus moléculaires autres que la synthese protéique sont touchés par 'absence d’import des
ARNt. C’est notamment le cas des enzymes de la glycolyse. Cela pourrait indiquer que le parasite
adapte son apport énergétique pour compenser une synthése protéique globalement réduite. De
méme, les aaRS, qui sont directement concernées par une variation dans la concentration
intracellulaire des ARNt, sont globalement surexprimées, probablement pour compenser un
déficit en ARNt aminoacylés, a I'origine de la synthése protéique réduite chez le parasite tRip-KO.
Ces observations nous confortent dans l'idée que certains des ARNt importés dans le parasite
pourraient participer a la régulation de I'expression génique en contrdlant la synthese des

protéines en amont du décodage ribosomique.

Figure 34 : Schéma « bilan » de mon travail de thése sur le réle de 'import des ARNt de
I’hote chez P. berghei. Le cycle du paludisme est représenté comme support a l'illustration du
travail accompli : Le sigle © indique I'absence d’anomalie observée en comparant la souche P.
berghei tRip-KO a la souche WT de référence. Dans le moustique, la capacité des gamétocytes
males a exflageller a été contrdlée, ainsi que la taille des oocinetes et des ookystes, la
morphologie et le nombre de sporozoites formés. Concernant le stade hépatique, la quantité de
schizontes ainsi que la quantité et la taille des mérozoites ont été vérifiées. Enfin, la transmission
du parasite de I'hote vertébré vers le moustique, et vice versa, se déroule normalement. En
revanche, deux étapes sont affectées par I'absence de la protéine tRip (@) : les sporozoites tRip-
KO traversent plus de cellules que les sporozites de référence ; Au stade sanguin, les parasites
tRip-KO sont morphologiquement identiques au parasites WT, cependant, ils se développent
plus lentement et leur synthése protéique est réduite. Enfin, la phase cutanée aboutissant a la
formation de schizontes dermiques, dont la participation a I'établissement d’'une parasitémie est
controversée, n’a pas été testée (@).
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B. Perspectives

En nous basant sur les résultats obtenus au cours de ma these, il apparait qu'en
important les ARNt de I'hote, Plasmodium pourrait compenser un déficit en ARNt endogene.
Cependant, nous devons encore répondre a de nombreuses questions concernant l'origine de ces

ARNE, la fonction moléculaire de tRip et le role des ARNt importés dans le parasite.

1. Origine des ARNt importés

a. Est-ce que I'import se fait in vivo ?

Dans cette étude nous avons décidé de travailler avec des sporozoites de Plasmodium
pour démontrer 'import des ARNt. En conséquence, la démonstration de 'import a été faite
uniquement chez le sporozoite et in vitro. In vivo, nous sommes confrontés a des obstacles
majeurs. En effet, comment faire la différence entre la présence d’ARNt de 'héte a 'intérieur des
parasites et une contamination due a une purification imparfaite des parasites? Au stade
hépatique, nous n’avons pas trouvé de protocole nous permettant de purifier efficacement les
sporozoites apres la traversée cellulaire ou les schizontes hépatiques. En revanche, au niveau du
stade sanguin, la purification des parasites semble plus accessible. C’est donc a ce stade que nous

essayerons de démontrer la présence des ARNt de I'h6te dans Plasmodium (soit par Northern

blot, a condition de concevoir des sondes spécifiques soit par RNA seq).

b. Quelle est la source des ARNt importés ?

En l'absence de vacuole parasitophore, le sporozoite est un des rares stades
extracellulaires du parasite (avec les oocinetes) qui est 3 un moment donné en contact direct
avec le cytosol, donc avec les ARNt des cellules hotes (traversée cellulaire). De plus, la forme
infectieuse sporozoite est spécifique des Apicomplexa, et est donc corrélée a la présence du gene
codant pour tRip. Enfin, un sporozoite produit 5000 a 30000 mérozoites selon I'espece, ce qui
implique une multiplication massive du parasite et donc une traduction intense qui requiert
beaucoup d’ARNt. Découvrir que la souche tRip-KO se développe moins bien seulement dans le
cycle sanguin a été une surprise. En effet, contrairement aux cellules de la peau ou du foie
traversées par le sporozoite, les globules rouges matures sont des cellules a priori pauvres en
ARNt, puisqu’elles ne possédent plus de noyau et ne sont plus actives en synthése protéique. De
plus, la présence d'une vacuole parasitophore (Ward et al., 1993) qui isole le parasite du cytosol
de I'héte n’est pas forcément propice a I'import des ARNt. Cette situation nous a fait envisager
deux hypotheses principales: (i) le sporozoite importe les ARNt et les conséquences ne sont
détectables qu’au cours du stade sanguin, ou (ii) I'import a lieu dans les érythrocytes a travers la
vacuole parasitophore. Dans le cas d’'un import érythrocytaire, les réticulocytes, c’est-a-dire les

jeunes érythrocytes tout juste produits par la moelle osseuse, constituent une source plausible
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d’ARNt. En effet ces cellules représentent environ 2 % des cellules érythrocytaires, et sont
préférentiellement infectées par certaines especes plasmodiales. Ainsi, P. berghei est caractérisé
par une affinité 150 fois plus élevée pour les réticulocytes que pour les érythrocytes matures
(Cromer et al., 2006). Ces cellules sont de bonnes sources de nutriments pour le parasite
(Srivastava et al.,, 2015) et sont particulierement riches en ARNt. Par exemple, chez le lapin, on
dénombre environ 400000 ARNt par réticulocyte (Smith et McNamara, 1971 ; Smith et al., 1980).
Si c’est le cas, 'augmentation du taux de réticulocytes dans une souris infectée devrait favoriser

le développement des parasites WT, mais pas celui des parasites tRip-KO.

2. Fonctions moléculaires de tRip

a. Est-ce que tRip est un transporteur ou un récepteur ?

Pour répondre a cette question, nous étudions la structure de tRip (cristallographie et
SAXS).

(i) Un transporteur ?

Nos premiers résultats indiquent que tRip multimérise in vitro (4 a 6 sous-unités) et fixe
un seul ARNt par multimere. On pourrait imaginer dans ces conditions que tRip forme tout
simplement un pore dans la membrane plasmique du parasite, spécialisé dans le passage des
ARNt.

A priori, notre travail montre que I'import d’ARNt dans les sporozoites se déroule in vitro
sans l'intervention de facteurs cellulaires de I'héte. Cependant, il faut étre prudent, puisque les
mitochondries de plantes sont également capables d’'importer les ARNt in vitro (Delage et al.,
2003 ; Salinas et al., 2005 ; Salinas et al., 2006) alors qu’in vivo, les aaRS jouent un réle essentiel

dans ce transport (Dietrich et al.,, 1996).

(ii) Un récepteur ?

L’autre possibilité est que tRip est un récepteur, qui en liant les ARNt de 'hote déclenche
une endocytose. Dans ce cas, on peut imaginer que d’autres molécules pourraient étre importées
via tRip. Comme cela a été montré pour Trbp111 (tRNA!e/IleRS) (Nomanbhoy et al., 2001), tRip
peut se lier sur un ARNt qui est déja complexé a une aaRS (tRNA4sp/AspRS) (Kapps et al., 2016).
Ainsi on ne peut pas exclure que tRip puisse médier 'import non seulement d’ARNt seuls, mais
aussi d’ARNt liés a leur aaRS homologue. Ceci n’est pas sans rappeler la voie d'import des ARNt
de type A mitochondriale ou I'’ARNt est co-importé avec le précurseur de la LysRS

mitochondriale (Tarassov et al., 1995).
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b. Quel est le réle du complexe protéique organisé autour de tRip ?

L’identification d’'un complexe contenant tRip, la GIuRS, la GInRS et Pus-7 dans le stade
sanguin met en évidence un role important de tRip dans 'aminoacylation du parasite. Il faudra
dans un premier temps étudier chacune de ces protéines individuellement et leur organisation
dans le complexe. Ainsi, il est important de vérifier si les domaines N-terminaux de ces protéines
sont bien traduits dans le parasite. En effet, la présence de codons initiateurs a l'intérieur de ces
séquences suggere que l'initiation de la traduction pourrait avoir lieu en aval de 'AUG prédit. Il
nous faut également déterminer si la prédiction des domaines transmembranaires est correcte.
Si C’est le cas, il faudra prendre en considération les localisations intra- ou extra-cellulaires des
différents domaines pour identifier ceux qui sont présents dans le méme compartiment et
peuvent potentiellement interagir et engager la formation du complexe.

Dans un deuxiéme temps, nous testerons les capacités d’aminoacylation ou de
modification des ARNt des enzymes isolées ou dans le complexe. Il est intéressant de noter qu’en
se basant sur les séquences des ARNtGlu et ARNtGIn du parasite et de la souris, ceux-ci sont
potentiellement substrats de la Pus-7, a I'exception de 'ARNtGlu(UUC) de Plasmodium. Celui-ci
présente une insertion dans la boucle D qui différe de la séquence consensus déterminée dans
(Behm-Ansmant et al., 2003) chez S. cerevisiae. Or, cet ARNtGlu(UUC) est 'ARNtGlu le plus utilisé
pour décoder les protéines de Plasmodium (7,32 % des codons, contre 1,02 % pour l'autre
ARNtGlu(CUC)). On peut se demander si la coopération entre la GIuRS et Pus-7 pourrait favoriser
la modification de cet ARNt spécifique qui est a priori compromise.

De méme, 'ARNtGlu(UUC) de souris est un substrat pour la GIuRS de Plasmodium in vitro.
Cependant, son taux de charge baisse considérablement lorsque cet ARNt est en présence
d’autres ARN compétiteurs (ARNt total ou ARN total de souris). On peut se demander si la
présence de la GIuRS dans le complexe permet de capter efficacement ’ARNtGlu de I'hote, dés son

entrée dans le parasite.

c. Est-ce que tous les ARNt sont importés avec la méme efficacité ?

La reconnaissance entre tRip et I’ARNt est basée sur la conformation tridimensionnelle
de celui-ci, plus précisément au niveau du coude de I’ARNt (Kapps et al.,, 2016). Cela supposerait
que tous les ARNt sont importés avec la méme efficacité. Ceci dit, il est tout a fait possible que
certaines séquences d’ARNt soient préférentiellement liées et transportées dans le parasite. La
présence ou I'absence d'une base ou d’'une modification en particulier pourrait étre a 'origine
d'une meilleure affinité pour un ARNt donné par rapport a d’autres, a la maniere des
déterminants et des anti-déterminants des ARNt vis-a-vis des aaRS. Cette étude a été initiée par
Marta Cela dans le laboratoire en collaboration avec I'équipe du Dr Renaud Geslain a Charleston

(Etats Unis). La mise en évidence d’'une sélection de certains ARNt représenterait une source
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d’'information essentielle pour mieux comprendre le role des ARNt importés dans la physiologie

du parasite.

3. Devenir des ARNt importés

a. Réle canonique dans la traduction

Les ARNt importés de I'hote dans le parasite, ou certains d’entre eux, participent au
décodage des codons dans la synthése protéique. C’est ce que suggérent mes résultats montrant
que la structure des ARNt est intacte suite a leur interaction avec tRip, que certaines aaRS
plasmodiales intéragissent avec tRip au stade sanguin, ou encore que la traduction est
globalement réduite dans le parasite tRip-KO (plus spécifiquement au niveau des protéines
riches en asparagines) suggérant qu’au moins certains ARNt de ’h6te sont pris en charge par la

machinerie traductionnelle du parasite.

b. Est-ce que les ARNt de I'héte pourraient étre une source d’ARN régulateur ?

Dans plusieurs organismes, des études récentes suggérent que les ARNt ou des
fragments d’ARNt, seraient pourvus de propriétés « siRNA-like » (small interfering RNA) (e.g.
Kawaji et al, 2008). Des siRNA sont trouvés chez des protozoaires comme Tetrahymena
thermophila, Trypanosoma brucei, Leishmania braziliensis, Toxoplasma gondii (Djikeng et al,
2001; Mochizuki et Gorovsky, 2004, Peacock et al, 2007 ; Ullu et al, 2004). Toutefois, ce n’est
pas le cas pour Plasmodium, puisque l'analyse bioinformatique du génome montre I'absence de
génes codants pour des siRNA ou pour Dicer et Argonaute, deux composants essentiels du de la
machinerie siRNA (Coulson et al, 2004 ; Hall, 2005 ; Rathjen et al, 2006 ; Xue et al, 2008 ; Baum
et al, 2009), mais certains chercheurs pensent qu’il existe un systeme non canonique
(Schwentke et al., 2012). Dans ce contexte, les ARNt de I'hote représenteraient un réservoir
d’ARN régulateurs «stade-spécifiques» pour le parasite, soit en activant I'expression spécifique
des ARNm «en attente de traduction» stockés dans les granules soit en inhibant directement leur
traduction comme le font les siRNAs dans d’autres organismes (Filipowicz et al., 2008). Pour
exercer de telles fonctions, les ARNt impliqués doivent échapper a la machinerie traductionnelle
du parasite. C'est possible en clivant 'ARNt ou lorsque 'ARNt n’est pas aminoacylable par la

synthétase du parasite.

(i) tRFs ?
Les ARNt peuvent étre clivés pour former des fragments d’ARNt ou tRF (Kumar et al,
2016). Les tRF ont été détectés chez Trypanosoma (Garcia-Silva et al., 2010), Leishmania
(Lambertz et al.,, 2015), Toxoplasma et Plasmodium (Galizi et al., 2013). Leur production est liée

au taux de multiplication et a la différentiation des parasites. Le clivage des ARNt est notamment
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augmenté chez T. gondii et P. berghei dans leurs formes extracellulaires (Galizi et al., 2013). Nos
expériences d'import d’ARNt radioactifs (Kapps et al., 2016) montrent que les ARNt importés
sont toujours intacts apres import dans le parasite (environ 30 minutes), cependant, ils
pourraient étre clivés ultérieurement et participer a la régulation de I'expression génique du

parasite.

(ii) siRNA ?

J’ai montré que I’ARNtGu (UUC) de souris n’est pas un substrat efficace de la GIuRS de
Plasmodium dans des conditions de compétitions in vitro (conditions qui simulent les conditions
in vivo). Le complexe formé par tRip/GluRS/GInRS/Pus-7 identifié dans le stade sanguin, a priori
ne peut pas exister dans le sporozoite a cause du complexe membranaire interne qui isole le
contenu cytosolique de la membrane plasmique. Ainsi, si ’ARNtGu(UUC) entre dans le sporozoite,
il a peu de chance d’étre aminoacylé. En nous basant sur ce postulat, nous avons rechercher des
cibles potentielles de cette séquence d’ARNt dans une banque d’ARNm polyadénylés (banque
EST « short single-read transcript sequences ») de P. berghei. Deux ARNm cibles, partiellement
complémentaires a la séquence de I’ARNtG(UUC) de souris ont été identifiées (Figure 35):
I’ARNm de la protéine PBANKA_050120 non caractérisée, dont la transcription est stimulée dans
les sporozoites infectieux et 'extrémité 3’ d'un ARNm contenant la séquence de I’ARNtPro(CGC)
de P. berghei. Cette derniére séquence est retrouvée en aval du gene de la protéine PLP2
(« perforin-like protein 2 ») et couvrirait une partie de son UTR 3’ (860 nucléotides au total).

Les protéines de la famille des perforines (10 génes au total), sont impliquées dans la
rupture de la membrane de 'héte (elles sont aussi appelées MACP pour « membrane attack
complex proteins »). Le réle de PLP2 a été démontré concernant la perméabilisation de la
membrane de l'érythrocyte hote par les gamétocytes, dans l'intestin du moustique, pour
permettre la fusion formant le zygote (Deligianni et al, 2013 ; Wirth et al, 2014). Je n’ai pas
trouvé d’information quant a son implication, parallelement a PLP1 (Kaiser et al., 2004 ; Ishino
et al, 2005), dans la traversée cellulaire des sporozoites. Si c’est le cas, cette observation est en
accord avec mes données expérimentales montrant que le sporozoite WT traverse moins de
cellules que le parasite KO, suggérant que les enzymes impliquées dans la traversée cellulaire

seraient inhibées plus efficacement dans un parasite capable d’'importer les ARNt de I'héte.
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Figure 35 : Cibles potentielles de ’ARNtGlt de souris dans le transcriptome de P. berghei.
(A) L’ARNt6lu(UUC) de souris (MmARNtG TTC, en rouge) pourrait s’hybrider au niveau du codon
initiateur de 'ARNm de la protéine PBANKA_050120, dont le role n’est pas connu mais qui est
surexprimée au stade sporozoite. La séquence de 'ARNtGlu(UUC) est également partiellement
complémentaire (18 nucléotides consécutifs complémentaires) a la séquence de 'ARNtPro(CGC),
a priori localisé dans 'UTR 3’ du gene codant pour la perforine PLP2. De plus ce gene est localisé
directement en aval d'une autre protéine (CelTos) impliquée dans la traversée cellulaire.

4. Quelles autres fonctions que I'import d’ARNt pour tRip ?

Plasmodium libére chez ses hotes diverses protéines, comme la CSP, dont le rdle est
important voire primordial dans I’établissement du cycle de vie (Singh et al., 2007). Localisée a
la membrane, tRip pourrait étre elle aussi excrétée et agir sur 'hote a distance. Ce mécanisme
rappellerait celui observé chez Entamoeba histolytica, une amibe dont le clivage de la LysRS
libere chez 'hote un domaine semblable a Trbp111 doté de propriétés cytokines (Castro de
Moura et al., 2011). Les auteurs proposent que cette excrétion est un mécanisme de protection
de I'agent pathogene contre I'inflammation de ’hote. Cependant, le motif de migration cellulaire
impliqué n’est pas conservé dans la tRip de Plasmodium.

Enfin, nous ne pouvons exclure que tRip ait d’autres propriétés au sein de Plasmodium
ou chez les autres Apicomplexa. Notamment, chez Toxoplasma, la présence continuelle de I'IMC
implique un systeme différent que celui identifié dans ce travail chez P. berghei. La protéine
homologue chez T. gondii, appelée Tgp43, a été détectée dans un complexe multisynthétasique
et sa délétion n’entraine aucune déficit de pathogenese (Van Rooyen et al.,, 2014). Ces données
démontrent que certaines fonctions de cette protéine unique semblent conservées, alors que

d’autres sont perdues chez d’autres organismes de 'embranchement des Apicomplexes.
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MATERIEL ET METHODES
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A. Matériel

1. Produits chimiques
[a32P]-ATP

Accudenz

Ampicilline

ARN{tPhe
-mercaptoéthanol
Bleu de Coomassie
Bromure d’éthidium
Dextran-FITC

DMEM

DTE

DTT

EDTA

Glutamate

Imidazole

IPTG

Kanamycine
Méthionine [S35]
Néomycine

NP-40
Pénicilline-Streptomycine
Percoll

Rotiphorése Gel 30/40
Sérum de veau foetal
Sérumalbumine bovine (BSA)
TBE

TCA

TEMED

Tris-base

Tri-Reagent

Triton X-100

Trypsine
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Amersham Pharmacia

Gentaur
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Expedeon
ICN
Sigma-Aldrich
GIBCO
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Euromedex
Amersham
Sigma-Aldrich
Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Perkin Elmer
Sigma
Sigma-Aldrich
GIBCO

GE Healthcare
Carl Roth
Eurobio
Euromedex
Euromedex
Carl Roth
Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth
GIBCO



2. Macromolécules commerciales

a. Enzymes

BamHI, Bglll, BstNI, EcoRI Thermo Fisher Scientific
HindlIII Fermentas

Dynazyme EXT polymérase Thermo Fisher Scientific
Fast AP (phosphatase alcaline) Thermo Fisher Scientific
T4 ADN ligase Thermo Fisher Scientific
T4 PNK (polynucléotide kinase) Thermo Fisher Scientific
RNase T1 Fermentas

VDE (phosphodiestérase de venin de cobra) USB

b. Anticorps

Anti-MSP-1 : anticorps primaire dirigé contre la protéine de surface MSP-1 de P.
falciparum, produit chez la souris. Santa Cruz Biotechnology

Anti-aldolase : anticorps primaire dirigé contre I'aldolase cytosolique de P. falciparum,
produit chez la souris. Santa Cruz Biotechnology

Anti-lapin : anticorps secondaire dirigé contre les anticorps de lapin, produit chez la
chévre. Il est conjugué a la peroxidase de raifort. BioRad

Anti-souris : anticorps secondaire dirigé contre les anticorps de souris, produit chez le
mouton. Il est conjugué a la peroxydase de raifort. GE Healthcare

Anti-lapin couplé au FITC : anticorps secondaire dirigé contre les anticorps de lapin,

produit chez la chevre et couplé a I'isothiocyanate de fluorescéine. Sigma-Aldrich

3. Macromolécules non commerciales

a. Enzymes

CCAse : ATP, CTP ARNt nucléotidyl-transférase permettant d’ajouter le CCA 3’ terminal a
un ARNt en absence de matrice. Elle a été purifiée au laboratoire (par le Dr Anne Théobald-
Dietrich) a partir de cultures d’E. coli selon le protocole établi par (Cudny et Deutscher, 1986).

b. ARNt

ARNt total d’E. coli : voir B. Méthodes, paragraphe 9.

ARNtAsp natif de levure S. cerevisiae : il a été purifié au laboratoire selon le protocole mis
au point dans (Dock, 1984).

c. Anticorps

Anti-CSP : anticorps primaire monoclonal dirigé contre la protéine circumsporozoite de
P. berghei. 1l a été obtenu par immunisation de souris injectées avec des sporozoites atténués

par irradiation. Cet anticorps nous a été gracieusement donné par le Pr Nathalie Boulanger.
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Anti-AMA1 : anticorps primaire monoclonal dirigé contre la protéine « Apical Membrane
Antigen 1 ». L’anticorps a été produit chez Eurogentec contre le peptide CRASHTTPVLMQKPYY.

Anti-PftRip (214-402): anticorps primaire polyclonal dirigé contre l'extrémité C-
terminale de tRip. Il a été produit chez le lapin puis purifié par affinité. L’anticorps a été produit

chez GeneCust Europe, Luxembourg.

4. Les plasmides

a. Les plasmides d’expression bactérienne

pQE30 : ce plasmide a été utilisé pour exprimer la protéine tRip harmonisée de P.
falciparum (voir B. Méthodes, paragraphe 8.a.).

pUC119: ce plasmide a été utilisé pour la synthése des transcrits d’ARNtGlu de P. berghei

et de souris (voir B. Méthodes, paragraphe 9.d.).

b. Les plasmides d’expression eucaryote

pCDNA 3.1: la GluRS de P. berghei a été clonée dans ce plasmide (voir B. Méthodes,
paragraphe 8.b.). Nous y avons ajouté un motif Shine-Dalgarno (AGGAGGUAA) afin de pouvoir
I'utiliser non seulement dans les cellules de mammifere en culture, mais aussi dans les bactéries.

pUC18: c’est le plasmide qui a été utilisé pour obtenir la souche Pb tRip-KO, par
transgénése (détaillée dans B. Méthodes, section 4). Il comporte au préalable les genes de

résistance (hDHFR) et de protéine fluorescente (mCherry).

5. Souches bactériennes et cellules compétentes

a. Souches bactériennes

TOP10 : ces bactéries ont été utilisées pour le clonage de la protéine tRip de P. falciparum
(voir B. Méthodes, paragraphe 8.a.). Génotype : F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 deoR recAl araD139, A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG

BL21 RIL : Ces bactéries ont été utilisées pour le clonage de la GIuRS de P. berghei (voir B.
Méthodes, paragraphe 8.b.). Génotype : F- ompT hsdS(rB- mB-) dcm+ TetR gal endA Hte [argU
ileY leuW CamR] metA::Tn5(KanR)

TG1 : Ces bactéries ont été utilisées pour la production des transcrits d’ARNtGlu (voir B.
Méthodes, paragraphe 9.d.). Génotype : supE thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5 (rK - mK - ) [F’
traD36 proAB laclq ZAM15]

DH5a : Ce sont les bactéries utilisées pour le clonage du plasmide pour la génération de
la souche Pb tRip-KO (voir B. Méthodes, section 4.). Génotype : F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF)
U169 recAl endA1 hsdR17 (rK-, mK+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl
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b. Production de bactéries électrocompétentes

Afin de rendre les bactéries électrocompétentes, une colonie de bactéries DH5a est mise
en préculture dans du milieu LB supplémenté des antibiotiques adaptés. Cette préculture est
utilisée pour ensemencer du milieu LB qui est incubé sous agitation a 37°C jusqu’a atteindre une
Asoonm entre 0,37 et 0,6. Toutes les étapes suivantes sont faites a 4°C. Les cellules sont
centrifugées pendant 15 min a 4000 rpm, lavées avec (i) 1 volume de 1 mM HEPES-NaOH froid,
(ii) 0,5 volume de 1 mM HEPES-NaOH froid et (iii) 20 mL de glycérol 10% froid. Le culot est
enfin repris dans 1,2 mL de glycérol 10% par litre de culture initiale, les cellules sont aliquotées

et sont stockées a -80°C.

c¢. Production de bactéries chimiocompétentes

Une préculture de TG1 est utilisée pour ensemencer 25 mL de milieu LB jusqu’a
atteindre une Agoonm avoisinant 0,6. Les bactéries sont alors centrifugées 10 min a 4000 rpm a
4°C et resuspendues dans 15 mL de solution 50 mM CaCl; froid. Aprés une incubation de 30 min
sur glace, les bactéries sont centrifugées 15 min a 1500 rpm a 4°C et reprises délicatement dans

2 mL de solution 50 mM CaCl.. Les bactéries sont prétes a étre transformées.

6. Animaux et parasites
La culture de parasites P. berghei se fait dans des hotes vivants: les moustiques
Anopheles et les souris. La production de parasites nécessite donc un insectarium et une

animalerie.

a. Les souris

Deux souches de souris ont été utilisées: les souris Swiss et les souris C57BL/6. Les
souris Swiss sont indiquées pour l'infection des moustiques et la réalisation de stocks. Les souris
C57BL/6 sont plus sensibles a 'infection par P. berghei. Elles développent notamment la forme
cérébrale du paludisme et sont plus rapidement malades que les souris Swiss. Elles sont donc
utilisées pour des expériences plus précises de phénotypage, afin de détecter une différence de
virulence entre deux souches par exemple.

En travaillant avec une souche sauvage du parasite, il est possible d’infecter des souris
dgées de 8 semaines ou plus ; I'éthique recommande I'utilisation de souris adultes. Cependant, la
virulence amoindrie de la souche tRip-KO générée pour mon projet ne permet pas d’infecter
efficacement des souris adultes. Pour cette raison, j’ai choisi de travailler avec des souris agées
de 4 a 6 semaines au maximum car leurs défenses immunitaires sont moins développées et
permettent donc une infection efficace par Pb tRip-KO.

Les souris que j’ai utilisées ont été achetées chez Janvier LABS. Elles sont généralement

92



commandées a I'dge de 3 semaines et utilisées au plus tot dgées de 4 semaines. Elles disposent

de nourriture et d’eau a volonté.

b. Les moustiques

L’espece de moustique utilisée est Anopheles stephensi, qui permet d’atteindre des
charges parasitaires trés élevées (jusqu’a 100000 sporozoites/moustique). Ils sont élevés par
nos soins dans l'insectarium (voir Figure 36 dans B. Méthodes, section 1.) dans des conditions
standards : 28°C, 75-80% d’humidité, cycles jour/nuit de 12h/12h.

Pour faire pondre les moustiques et ainsi entretenir la lignée, les moustiques femelles
doivent prendre un repas sanguin. Une souris Swiss naive est pesée puis anesthésiée par
injection intrapéritonéale de 10 pL d’anesthésiant par gramme (PBS 100 mg/mL de kétamine et
10 mg/mL de xylazine). L’anesthésie est vérifiée par pincements des pattes, qui ne doivent pas
produire de sursauts, puis la souris est déposée sur la cage sur I'abdomen, en veillant a bien
placer les pattes. Les yeux sont humidifiés par dépot d'une goutte de PBS sur chaque ceil. La
souris est laissée sur la cage le temps suffisant pour permettre, idéalement, a 'ensemble des
moustiques femelles de la cage de se gorger. Habituellement, 'ensemble des moustiques d'une
cage peut se nourrir en une quinzaine de minutes. On peut accélérer la procédure en attirant les
moustiques vers la souris par de la chaleur (en déposant contre la souris un petit coussin
légérement chauffé au micro-ondes), ou par du dioxyde de carbone (en soufflant en direction de
la souris apres avoir retenu sa respiration quelques secondes). A la fin du repas sanguin, la
souris est retirée et remise dans sa cage. Sa prochaine anesthésie sera faite au plus t6t un mois
plus tard.

Trois jours suivant le repas sanguin, un pondoir est déposé dans la cage des moustiques
et les ceufs sont récoltés le lendemain. Les ceufs sont mis a éclore dans de ’eau déionisée, ou les
larves grandissent. Elles sont nourries avec de la nourriture pour poisson finement broyée
(TetraMin) matin et soir en fonction de leur nombre dans chaque bac et de leur age. Les larves
sont diluées au fur et a mesure de leur croissance et les bacs d’eau sont multipliés. La
métamorphose des larves en pupes survient huit a dix jours apres I'éclosion. Les pupes sont
récoltées a la main, regroupées dans des bols d’eau qui sont placés dans les cages a moustique.
L’émergence (sortie du moustique adulte de la cuticule de la pupe) a lieu environ 24 heures
suivant la transformation en pupe. Des cotons imbibés d’eau déionisée contenant 10% de
saccharose sont mis a disposition des moustiques. Les cotons sont régulierement réhumidifiés.
Quand une cage de moustiques n'est plus utile, elle est placée au congélateur et lavée

ultérieurement.
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c. Les souches plasmodiales

Différentes souches de Plasmodium berghei ont été utilisées, selon les besoins de
I'expérience planifiée.

Pb GFP@EF-1a. : souche de P. berghei exprimant constitutivement la protéine GFP sous le
controle du promoteur du facteur d’élongation eucaryote la (Franke-Fayard et al, 2004).
L’intensité de fluorescence est moyenne.

Pb GFP@hsp70 : souche de P. berghei exprimant constitutivement la protéine GFP sous le
controle du promoteur de la protéine hsp70. L'intensité de fluorescence est forte.

Pb tRip-KO mCherry : il s’agit de la souche mutante, délétée du géne codant pour tRip,
obtenue grace a notre collaboration avec I'équipe du Dr. Robert Ménard de I'Institut Pasteur de
Paris. Nous avons quatre clones appelés: V3, V4, V5 et R7. Le clone V4 est celui qui a été le plus
fréquemment utilisé. Pour des confirmations de résultats d’expériences, les clones V3 et V5 ont

été ponctuellement testés. L’obtention de cette souche est détaillée dans la section B. 4..
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B. Méthodes

1. Infection des animaux et production de parasites
Une vue d’ensemble de 1'élevage des moustiques, de l'infection de moustiques et de

souris est donnée dans la Figure 36 et détaillée dans les paragraphes suivants.

Moustiques au

Infection de Boost de A .
. e . pic d’'infection
. moustiques I'infection(sou de spz
Repas sanguin (souris infectée) ris naive) P
(souris naive) é;
+* : /3
Dissection :

Ponte des
- spz frais pour une exp:
% - spz pour infecter une so

ceufs

Naissance puis
croissance des

larves J

Apparition
des pupes
o
= Les moustiques
peuvent étre

Souris infectée
Infection de souris:

nourris ou
E infectés (parasitémie 2 a 10%)
mergence -par piqilre d’anophéles infectés
L K
- par injection IV de sporozoites
-par injection IP ou IV

de stock de sang parasité

Ponction cardiaque :
- parasites frais pour une expérience
- réalisation de stocks de sang parasité **

Figure 36 : Schéma global de la production de parasites P. berghei. Sur fond jaune, rose et
vert sont représentées les étapes nécessaires a l'élevage des anopheles, linfection de
moustiques et l'infection de souris, respectivement. Spz: sporozoite, IV : intraveineuse, IP:
intrapéritonéale. L’ensemble de la procédure, de la ponte des ceufs (futurs moustiques a
infecter) jusqu’a 'obtention des parasites au stade sporozoite prend 33 jours en moyenne.

a. Souris
Les souris peuvent étre infectées par P. berghei de plusieurs maniéres, dans trois buts
différents : la production de sporozoites (via 'infection de moustiques, expliquée dans la section

suivante), la production de parasites aux stades sanguins (sans passer par le stade hépatique) et

la préparation de stocks de sang parasité.

(i) Injection de sporozoites
qui se produit dans la nature est celle par piqlire

L’infection la plus proche de ce
d’anopheéles infectés, donc par injection de sporozoites dans la peau de la souris. 1l suffit de
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déposer une souris naive, Swiss ou C57BL/6, anesthésiée sur la cage de moustiques infectés
(comme expliqué dans la section 6. b. de la partie Matériel).

Pour maitriser cette étape en infectant les souris avec un nombre de sporozoites précis,
on disseque des glandes salivaires de moustiques infectés, dilue les sporozoites comme souhaité
pour les injecter aux souris par voie intraveineuse (dans un volume de I'ordre de 100 pL): de
5000 sporozoites pour une expérience de phénotypage, a 100000 sporozoites au maximum pour
faire des stocks de sang parasité. J’ai habituellement procédé avec 10000 a 50000 sporozoites

pour réaliser mes stocks.

(ii) Injection de sang parasité

Il est aussi possible d’infecter une souris en lui injectant du sang parasité. Ce transfert de
sang est appelé « passage » et il est possible d’en faire plusieurs. Cela permet de ne pas devoir
entretenir le cycle d’'infection constamment. Le sang d’une souris est dit « PO » quand celle-ci a
été infectée par des sporozoites ; son sang est transféré a un groupe de souris dont le sang est
alors appelé « P1 », etc. Cependant, il est important de ne pas effectuer un trop grand nombre de
ces « passages » pour éviter toute dérive génétique du parasite. En effet, dans ces conditions, il
est possible que le parasite se déleste des genes impliqués dans le reste du cycle de
développement (infection du moustique et stade hépatique chez I'h6te vertébré). Ainsi, afin

d’éviter tout biais dans nos résultats, le stade « P3 » n’a jamais été dépassé dans nos expériences.

(iii) Suivi des infections

Si la souris est infectée par des sporozoites, la maladie commence par le stade hépatique
et se poursuit par linfection des érythrocytes. Le pourcentage de globules rouges infectés,
appelé la parasitémie, peut étre mesuré par deux techniques: (1) si la souche de Plasmodium
utilisée exprime un marqueur de fluorescence, par exemple la GFP, il est possible de quantifier la
parasitémie par cytométrie en flux; (2) la parasitémie des souris peut également étre évaluée
par comptage manuel sur frottis sanguin coloré. Cette méthode est moins quantitative que la
cytométrie en flux (environ 1000 cellules versus 60000 cellules comptées), mais elle a 'avantage
de permettre une évaluation qualitative des parasites (taille, présence des différents stades
parasitaires, présence de vacuoles). Pour ce faire, une goutte de sang est prélevée d’'une souris
en coupant moins d'un millimeétre du bout de sa queue. La goutte est déposée sur une lame de
microscopie puis étalée. La lame est séchée a I'air libre puis fixée au méthanol 100% quelques
secondes. Les frottis sont colorés (Diff-Quick®, Medion Diagnostics), nettoyés, séchés, et
observés au microscope (Leitz Diaplan) a I'objectif X100 dans une goutte d’huile a immersion. Le
nombre d’hématies parasitées est déterminé sur plus de 1000 cellules comptées au total (a 'aide

d’une grille dans I'oculaire) et permet ainsi d’établir la parasitémie. Si la souris a été infectée par
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injection de sporozoites, la présence de parasites dans les érythrocytes apparait en moyenne 7 a
10 jours apres l'injection. La détection de la parasitémie est plus rapide par injection de sang
parasité, entre 3 a 5 jours.

L’évolution de la parasitémie est suivie quotidiennement. Quand la parasitémie atteint le
niveau souhaité, la souris est utilisée pour infecter les moustiques ou est ponctionnée pour en
récolter le sang qui est soit directement utilisé (voir B. Méthodes, section 6.) soit mis en culture

pour synchroniser les parasites au stade schizonte (voir B. Méthodes, section 7.).

b. Moustiques

(i) Infection des moustiques

Les anophéles sont obligatoirement infectés par le biais d’'une souris impaludée (voir le
paragraphe précédent, B. Méthodes 1. a.). La parasitémie de celle-ci doit étre comprise entre 2%
et 10% (idéalement vers 2-3%). La qualité et la quantité des gamétocytes sont particuliérement
importantes et doivent étre évaluées lors de 'examen du frottis sanguin en amont. L’absence de
gamétocytes, la présence de gamétocytes de petite taille ou contenant de grandes vacuoles
irrégulieres ne permettent pas d’infecter efficacement les moustiques. La souris choisie est alors
anesthésiée, déposée sur la cage contenant les moustiques a infecter et laissée jusqu’a ce que
tous les anophéles femelles soient gorgés de sang. La souris est sacrifiée par dislocation des
vertébres cervicales et I'arrét respiratoire et cardiaque est vérifié. La cage de moustiques est
ensuite placée dans un incubateur (Percival) a 21°C jusqu’a dissection des moustiques. Entre
temps, entre J+6 et J+8 aprés le repas sanguin infectieux, un deuxieme repas sanguin, appelé
«boost » est donné aux moustiques infectés. Il est fait a I'aide d’'une souris naive Swiss dans le

but de produire un nombre plus important de parasites (Ramakrishnan et al., 2013).

(ii) Observation des ookystes

Pour vérifier le succés de l'infection des moustiques, les intestins de quelques
moustiques sont disséqués 7 jours apres le repas sanguin infectieuxafin de s’assurer de la
présence d’ookystes. Pour ce faire, les moustiques sont endormis au dioxyde de carbone et
placés dans une grosse goutte de PBS, dans le couvercle d'une boite de Pétri. Le moustique est
maintenu a l'aide d’'une pince, puis, a l'aide d’'une deuxieme pince, 'intestin est extrait du
moustique en saisissant et en tirant la partie terminale de I'abdomen (Figure 37A). Les intestins
sont observés au macroscope a fluorescence pour visualiser les ookystes (AZ100, Nikon, Tokyo,

Japon ; Figure 37B).
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Figure 37 : Méthode de dissection des intestins de
moustiques infectés pour la visualisation d’ookystes
de P. berghei. (A) Le moustique endormi est placé dans
une goutte de PBS. Il est maintenu par une premiére pince
(non représentée sur le schéma). A I'aide d’'une deuxiéme
pince, l'intestin est isolé en tirant sur l'extrémité de
I'abdomen. (B) Les ookystes (souche Pb GFP@EF-1a)
sont observés dans l'intestin (placé entre lame et lamelle)
au macroscope a fluorescence (AZ100, Nikon, Tokyo,
Japon). La photo a été prise a l'aide du logiciel NIS
Element.

(iii) Récupération des sporozoites

Les sporozoites sont obtenus aprés dissection des glandes salivaires des anopheles
infectés (Figure 38). Pour récupérer le maximum de sporozoites dans les glandes salivaires, la
dissection est réalisée entre J+18 et J+21 apreés le repas sanguin infectieux. Tous les moustiques
de la cage sont aspirés, endormis au dioxyde de carbone et placés dans un tube Falcon de 50 mL.
Le tube est capuchonné et secoué vigoureusement pour assommer les moustiques et permettre
I'ouverture du capuchon sans qu’ils ne s’échappent. Les moustiques sont ensuite imbibés
d’éthanol 70% pendant 10 a 20 secondes au maximum pour les endormir, puis lavés quatre fois
dans du milieu DMEM supplémenté de 2% d’antibiotiques pénicilline-streptomycine et 1% de
néomycine (noté DMEM, 2% pen-strep, 1% néo). lls sont ensuite disposés en deux lignes de 15
moustiques sur des lames de microscopie conservées sur la glace avant dissection. Pour éviter
leur desséchement, les moustiques sont réguliérement imbibés de DMEM, 2% pen-strep, 1% néo
en attendant d’étre disséqués. La dissection est faite sous loupe binoculaire (Zeiss Stemi™

2000/C).
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Figure 38 : Méthode de dissection des glandes salivaires et observation de sporozoites de
Plasmodium. (A) La téte du moustique est coupée a l'aide du biseau d’une aiguille. Puis, avec
I'aiguille de deux seringues, le thorax est pressé et les glandes sortant sont détachées du corps.
(B) Les sporozoites sont dilués par 10, puis comptés sur une lame de Kova au microscope
inversé (Nikon Diaphot 300) a l'objectif X40. Au minimum, 27 divisions de la lame sont
comptées pour déterminer le nombre de sporozoites dans I'échantillon. La photo a été prise par
N. Mahmoudi-Kaidi (LSM780, Zeiss, objectif X60).

La téte des moustiques est d’abord coupée a 'aide du biseau d'une aiguille, puis, a l'aide
de deux seringues, les glandes salivaires sont extraites du thorax par deux mouvements
simultanés : une pression a la base du thorax et d'un mouvement de balayage pour extraire les
glandes salivaires. Les glandes sont aspirées a la pipette dans du DMEM, 2% pen-strep, 1% néo,
puis placées dans un potter (tube en verre borosilicaté) dans la glace. Elles sont ensuite broyées
a l'aide du piston (dont I'embout est en PTFE) par une quinzaine d’allers-retours et 'ensemble

est filtré sur un tamis de diametre 45 pm.

2. Préparation de stocks de parasites

Chaque souche de Plasmodium est conservée a -80°C (ou dans l'azote liquide) sous la
forme de sang parasité dilué au tiers dans du PBS contenant 30% de glycérol. Pour préparer ces
tubes, il faut donc infecter une ou plusieurs souris. Elles peuvent étres infectées par I'injection de
sporozoites, soit par injection de sang infecté (voir B. Méthodes, paragraphe 1. a.). La
parasitémie est suivie quotidiennement et, lorsque celle-ci se situe entre 4 et 10%, le sang est
prélevé par une ponction cardiaque. Un volume de sang est dilué dans 2 volumes de PBS 30%
glycérol stérile. Le sang dilué est homogénéisé et placé en tubes de congélation par aliquotes de

500 pL. Chaque tube doit étre rigoureusement annoté avec les informations suivantes: nom
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complet de la souche, la date, la parasitémie de la souris ponctionnée, et le passage. Le capuchon
est aussi identifié de la souche et du passage. Si la souris ponctionnée a été infectée par des
sporozoites, il s’agit d'un « PO », si elle a été infectée par injection de sang « P1 », il s’agit d’'un
« P2 », etc. La ponction, la dilution et la distribution en cryotubes doit étre la plus rapide possible
pour limiter le stress cellulaire. Les tubes sont placés sur de la glace en attendant d’étre tous
remplis, puis sont rapidement placés a -80°C. Un tube stock permet d’injecter 2 a 3 souris en IV a

raison de 150 pL/souris.

3. Purification des sporozoites

Dans certaines de nos expériences, la purification de sporozoites s’est avérée nécessaire
afin d’éliminer les cellules du moustiques ou les bactéries contaminantes (notamment pour
I'import d’ARNt radioactifs dans les parasites ou lors des tentatives de détermination de
protéomes). Nous avons testé trois protocoles différents de purification des sporozoites (Moser
et al, 1978 ; Kennedy et al.,, 2012 ; protocole non publié du Dr Nassira Mahmoudi-Kaidi). Ces
trois techniques nous ont donné des résultats non reproductibles, en particulier concernant le

taux de sporozoites vivants récupérés en fin d’expérience.

a. Purification sur coussin de Percoll

Les sporozoites issus de la dissection (dans le DMEM, 2% pen-strep) sont centrifugés 4
min a 12000 rpm a 4°C et la partie supérieure du surnageant est jetée. Ils sont repris dans 600
uL de DMEM, 2% pen-strep. Un premier coussin peu dense constitué de 600 pL de Percoll
isotonique (GE Healthcare ; 9 mL de Percoll + 1 mL de PBS 10X) dilué a 40% dans du DMEM, 2%
pen-strep est formé précautionneusement en dessous des sporozoites. Les tubes sont alors
centrifugés 6 min a 15000 rpm a 4°C dans un rotor a angle fixe, sans frein: les sporozoites
traversent le coussin et s’accumulent dans le culot. Le culot est repris dans 600 pL. de DMEM, 2%
pen-strep. Un deuxieme coussin de 600 pL de Percoll isotonique dilué a 80% dans du DMEM,
2% pen-strep est déposé délicatement en dessous. Les tubes sont centrifugés 6 min a 15000 rpm
dans un rotor a angle fixe a 4°C. Les sporozoites restent en surface. Les fractions supérieures des
tubes sont transférées, diluées avec du DMEM, 2% pen-strep et centrifugées 5 min a 12000 rpm
a 4°C, deux fois de suite, pour enlever le Percoll résiduel. Enfin, les sporozoites sont quantifiés
sur lame de Kova et le taux de purification est évalué. Cette technique est particuliérement
traumatisante pour les parasites, a cause d'une part des fortes vitesses de centrifugation, et

d’autre part de la présence de Percoll, produit toxique pour le parasite et difficile a éliminer.

b. Purification sur colonne échangeuse d’anions

Le principe de cette technique (Moser et al, 1978) est de purifier les sporozoites,
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recouverts de charges négatives, sur une colonne DEAE. Avant son utilisation, la résine DEAE est
lavée 6 fois dans 10 mL de tampon d’équilibration (72,4 mM Tris-HCI, 13,9 mM Na;H,P04.H>0,
85,5 mM NaCl, 99 mM glucose, pH ajusté a 8,2).

Les sporozoites issus de la dissection (dans 1 mL de DMEM, 2% pen-strep) sont
débarrassés des gros débris par centrifugation 5 min a 60 g. Le surnageant est récupéré,
transféré dans un autre tube Eppendorf 2 mL puis centrifugé de nouveau 30 min a 700 g a 4°C.
Le culot de sporozoites est alors repris dans 1 mL DMEM contenant 17,5% de BSA et les
parasites sont incubés 30 min dans la glace, puis 10 minutes a température ambiante. Un volume
équivalent (1 mL) de tampon d’équilibration est ajouté, le mélange est homogénéisé et incubé a
température ambiante avec 7 mL de résine lavée. Les sporozoites sont élués dans un premier
temps avec 10 mL de tampon d’élution « 1 » (74,3 mM Tris-HCl, 13,4 mM Na,H,P04.H;0, 184 mM
NaCl, 49,9 mM glucose, pH ajusté a 8,2), puis 10 mL de tampon d’élution « 2 » (idem que le
tampon d’élution « 1 » mais contenant 300 mM NaCl). Les deux élutions sont centrifugées
séparément 30 min a 700 g a 4°C. Les sporozoites sont repris dans du DMEM, 2% pen-strep,
comptés, et leur purification est évaluée. Cette technique a I'avantage d’étre moins brutale que la
précédente mais la présence de BSA a la surface des parasites est une limite pour leur utilisation

dans les expériences d'import ou de protéomique.

c. Technique du coussin d’Accudenz modifiée

Au cours de nos expériences, nous avons remarqué que le taux de récupération des
sporozoites vivants était étroitement lié aux vitesses de centrifugation qui leur étaient imposées.
Ainsi, nous avons choisi de modifier le protocole de Kennedy et al, 2012 en utilisant un seul
coussin de densité constitué d’Accudenz 17% (moins toxique que le Percoll: Sbracia et al,
1996 ; Long et Kulkarni, 2004) et en réduisant les vitesses de centrifugation.

Le protocole mis au point est le suivant: 3 mL d’Accudenz 17% sont déposés dans un
tube Falcon 15 mlL, puis les sporozoites contenus dans 600 pl. de DMEM-2% pen-strep 1% néo
déposés délicatement par dessus. Le tube est centrifugé pendant 30 min a 300 g a température
ambiante, dans un godet mobile. L'interphase rose clair est récupérée et diluée dans 2 mL de
DMEM-2% pen-strep 1% néo. Le tout est mis a dialyser contre du DMEM-2% pen-strep 1% néo
pendant 3 h 30 min a 4°C en agitation douce pour bien retirer I’Accudenz. Les sporozoites
dialysés dont récupérés et quantifiés. Ils sont ensuite centrifugés une premiere fois a 150 g
pendant 30 min a 4°C. Ce premier culot est conservé. Le surnageant est alors recentrifugé a 300
g pendant 20 min a 4°C et ce deuxieme culot regroupé avec le premier. Avec ce protocole, les
parasites ne sont que partiellement purifiés, mais restent motiles. Ces préparations ont été

utilisées en particulier pour faire des essais de protéomes sur les sporozoites.
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4. Génération de la souche Pb tRip-KO

L’obtention de la souche Pb tRip-KO comporte plusieurs étapes: (i) la construction du
plasmide contenant le transgene qui servira a intégrer la mutation dans le génome de P. berghei,
(ii) la préparation les parasites receveurs du plasmide, (iii) la transfection, et (iv) le clonage de la
souche mutée. Ces trois dernieres étapes ont été faites chez nos collaborateurs, 'équipe du Dr.
Robert Ménard a I'Institut Pasteur de Paris, selon la procédure détaillée dans la publication de

Ménard et Janse, 1997.

a. Construction du plasmide

La mutation est apportée dans un génome sauvage par double recombinaison
homologue. Afin de cibler le locus d’intérét, deux séquences, I'une en amont et 'autre en aval du
géne codant pour tRip (appelées respectivement la séquence « 5’ » et la séquence « 3’ »), ont été
amplifiées a partir d’ADN génomique de P. berghei (Figure 39A, B). Elles ont ensuite été
insérées dans le plasmide comme schématisé dans la Figure 39C). Le plasmide utilisé comporte
les deux génes qui remplaceront la séquence codant pour tRip: le gene de la dihydrofolate
réductase humaine (hDHFR) et le géne de la protéine fluorescente mCherry. La présence du
premier gene confére aux parasites une résistance a la pyriméthamine qui est utilisée comme
agent de sélection. La protéine mCherry est le marqueur de fluorescence constitutif qui nous
permet (i) de détecter le parasite tRip-KO au microscope a fluorescence, et (ii) de le différencier
de la souche sauvage qui exprime la GFP.

L’amplification par PCR des séquences « 5’ » et « 3’ » est effectuée en utilisant 100 ng
d’ADN génomique dans 50 mM Tris-HCl pH=9; 15 mM (NH4)2S04, 0,1% Triton X-100, 50 mM
MgClz, 1 uM de chacune des amorces, 120 uM de dATP, 120 uM de dTTP, 40 uM de CTP et 40 uM
de dGTP (le mélange de dNTP est adapté a la composition riche en A et T du génome de P.
berghei) et 2 uL. de Dynazyme Ext (1 U/pl). La réaction est soumise a 25 cycles de PCR : 1 min a
95°C, 1 min a 55°C, 1 min a 65°C. Les fragments d’ADN sont alors digérés par les enzymes
appropriées, purifiés sur gel acrylamide/bisacrylamide (37,5/1) 6% et insérées dans le
plasmide préparés (digestion et déphosphorylation avec I'enzyme FastAP). Apres
transformation dans des cellules DH5q, la présence de l'insert est vérifiée par PCR sur colonie,
par digestion et analyse sur gel d’agarose 1%, et par séquencage complet des inserts. L’ADN
plasmidique est extrait (Midiprep Kit, Sigma-Aldrich) et linéarisé par 'enzyme EcoRI pour les

besoins de la transfection.
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ATTTTTTTAAATAATAATAAAGGTAAATATAATAAGTTCTTTACAAAGTTAATTAATTATCTCTCAGTTTTGGTAAAAATATAGAGAAAAATA
AATAGTAACTTTTAAGGTTATATTTTGATTATATGTAAATCCCAATTAAAAAAAATAATTTTTATATACCTATAACTACATGTATACGTAATA
AGAAAAAGCAAAAATATTAGGATATATGACAAAAAAATATATCTTAAAATAATGTAAGTTTTATTTAAATAAAAACATATATAAGAAGTAACT
TTTAATATATTTTATGAAAAAATATACCATCATCACATAATCTCATAGATTTAGCGAATAAATATGTTATTTTTTTCGAACAAAAATATAAAA
TATAACGAAAATTGATAAAACAGGAATACTACAATTTTTTGTGATAACAAAAAAAAGTAATTAAGCATTTACACACATATATATAATATTCGA
TATTATATTCCCCCAACTTTTTTAATAAAATATATTTGTTGAAAAGAATGTGTACTTTAAACTTGGTTGAGAATGATATTAAATCAGATATAT
TGAAATTGGCTCTTGATTTTATTAAAACTAATATAGTAGAAAATGATGATAACGTGGTTTTTCCAGAGATAAAATATGGCCAGGTAAAATAAT
TGCACTTATACTTATGCCTTAATTTCTATATTTTAGTGCATTTTGTATGCATATGCTTCACAATCTAATTATGTATAAAACTGTTAAAGTTAT
ATATTTAAATAAAAATATTAATAATACTAATAATTTATTTTTTCTAATGATAGTTGATTTTAAAAAATCTACAGTTCCTAATGATGCATATGT
ACATATTTTTAATTACATAGTTCCAAAATATTTTTTTTTGTGTTCATATTTAAAAATTTTGAGAATTTTTAATTTTTTGTTTTATAGAAAATA
TCCTATGAACATAACAAAAAAACATATAAAGAGTTTTTTTGTTCTCTTTATGCTATAATCGATACTTATAATTGCTACAGTCAGTTTTTTTGT
GAAAATGAAGACAAAGTAAGCGAGAGTGAAGAATTTATTTTTAACCTAGCTAGCGACAAGTTTAAATTAAAACCTCTAGATATGAAGCATTTG
AATGATATATTAAGAGAAAGATCCTATATTGTCTCGGATAAACATGCATCTTTAGTAGATATATT TTATTTCTGTTGCGTTTATAAAATATTA
AAACCAATGACGGCAAAGGAAAAAGTAGAATATTATCATATTTGTAGGTGGTATATACATCTTCAAGAAACATTGATATGCGATTTTGTTAAA
TTACACAAACTAGATATACGAAGTGGTGTTGAAAGCTTGCTAAATAGTGGAATCGTAACATGCACAAATGAAAAAGCAAGCAATGAGCAAGTG
GGATCAAAGATAGATAAAGCTAATAAAAAAAATTCAGATTCAAAAGATAATAATGGAAAAAATAAAAAGAAAAGTAATAATGCAGAAAATAAA
GATGCAGAAGACTCTAGAAGTTTAGATGATATATCGAGATTAAATATTGTTGTTGGATATGTAGAAAGTGTGGAAATTCACTCAGGAGCTGAC
ACATTGTATTGTTTAAAAGTAAATGTAGGTGAAAATCAATTAAGAGATATATGCAGTGGCTTACGAAATAAAAAAAATCCAGAAGATTTATTA
AATAAATATGTTTTAGTTTTAGCAAATTTAAAAGAAAAATCATTAAGAGGACGAAAAAGTTTTGGTATGATTTTATGTGGATCCTTTGAAGAA
AGAGTAGAATTACTTACTCCACCACCTGGTGTTAAAATTGGGGAAAGAATTACATTCGAAAATATGAACACAAATAGTTTACCTGATAAAACG
TTAAGCTCTGTTAAAGAGAAAAATGCATTCTTTCTTATTCAACCAAATTTAGTTATAAACAATGGAGTTGCTTTTTATAAAAATAACAAATGG
TTATCATCGCAAGGCGAAATAACATGTATGATAGAACACGGAACAATATCATAATTTTTACACGTGAAATAGCATGCATATGTATATATATAA
TTAAACCATTTAGATATATTTCTAAATATAACTTGCAGAGAAATAGGAG
ATTATTAGGATTATGCATATTTTCACATATACTCATATGCATTTGTAAAAGAAATATAAATTCATTATTTACATGGAAAATGTTTTTTTTTAT
TTTTTTTTTACGTTTGATAAATTTTTTTAAATTATATCATGCTTATTGAATAATCATCCATCGCTTTGATAAATGCTATTTATAAGTGTTATA
TTTGTATATATATTTTTCCCTTATATGATTAAAACAACATAAACACAAAAAAATACACATTAATTATAAATACTTTTAATATTGTGCCTTAAT

CTGGTACAATTTTATTTAAAAAATAGTAAAATGCGCAATCCACAAAGGATACTACTATTTAAAAACATGCACAATGGTAGAAGGTGATTTTCC
CAATTTCACCAACGATAAG

B
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Amorce n° 986 ctcgagGTTGGGGGAATATAATATCGAATATTATATATATGTGTGTAAATGC
Amorce n° 987 P LG T TAGTTGGAAAACGAGGTTATTTAGCTCTGTATAATATCCGAC
Amorce n° 988 : gaattcCTTATCGTTGGTGAAATTGGGAAAATCACCTTCTACCATTGTGCATG

c o

Kpnl Xhol Bglll EcoRlI

Plasmide

Figure 39 : Construction du plasmide permettant ’obtention de la souche Pb tRip-KO. (A)
Séquence génomique au locus du géne TRIP. La séquence codante pour tRip est en noir, I'intron
est en gris. Les séquences surlignées en bleu foncé et bleu clair sont celles choisies pour la
conception des amorces qui permettent d’amplifier la séquence en 5’ de TRIP (575 nt). Les
séquences surlignées en rose et jaune sont celles choisies pour la conception des amorces qui
permettent d’amplifier la séquence en 3’ de TRIP (455 nt). (B) Séquences des deux couples
d’amorces. Les bases en minuscules correspondent aux sites de restriction utilisés. (C) Schéma
de la double recombinaison homologue entre le génome du parasite sauvage et le plasmide
transfecté.
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b. Préparation des parasites receveurs

L’ensemble des étapes est résumé dans la Figure 40A.

A
Transfert IV
P. berghei ANKA m
Deux rats a N
: Injection IP
! P. berghei ANKA
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Pyriméthamine
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Milieu de
culture

Schizontes,
gamétocytes
et petits
lymphocytes

Nycodenz

Hématies non
parasitées,
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Figure 40 : Schéma du protocole de
transfection de P. berghei. (A) Les
parasites sauvages receveurs sont préparés
par deux cultures successives chez le rat
puis une culture in vitro du sang ponctionné.
Les parasites sont électroporés en présence
du plasmide linéarisé puis injectés a un
groupe de souris « parentales ». Le sang des
souris parentales est transféré a un
deuxieme groupe de souris «transfert»
pour amplifier les parasites, et enfin clonés
par injection dans un troisiéme groupe de
souris. La figure est adaptée de Ila
publication de Ménard et Janse, 1997. (B)
Apercu de I'échantillon aprés centrifugation
de la culture in vitro sur coussin dense de
Nycodenz. Les schizontes a transfecter se
situent entre le Nycodenz et le milieu de
culture.

trophozoites, autres
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Deux rats ont été injectés par voie intrapéritonéale avec le parasite P. berghei ANKA
sauvage. Trois jours plus tard, la parasitémie est mesurée par lecture de frottis sanguin et le
sang infecté est transféré a deux nouveaux rats par voie intraveineuse. Trois jours plus tard, la
parasitémie des rats est évaluée (elle doit se situer entre 1 et 4% de parasitémie), puis le sang
est ponctionné et mis en culture in vitro a 37°C pendant 16 h (RPMI11640, 25 mM HEPES). 30 mL
de culture sont transférés en tube Falcon 50 mL et un coussin de 10 mL de Nycodenz 55% est
délicatement déposé sous la culture. Apres avoir centrifugé 20 min a 1450 g sans frein,
I'interface entre le milieu de culture et le Nycodenz est prélevée (Figure 40B), puis les
schizontes sont centrifugés 8 min a 1500 g et repris dans 1 mL de milieu de culture. Ensuite,
aprés une centrifugation de quelques secondes (vitesse maximum d’'une centrifugeuse de
paillasse), le surnageant est jeté et les schizontes sont repris dans 100 pL de solution
Nucleofector™ (Amaxa kit) et 5 pL du plasmide linéarisé (1 pg/pl). Le mélange
schizontes/ADN/solution de transfection est placé en cuvette d’électroporation et sont

électroporé (Amaxa Gene Pulser, programme U33).

c. Sélection des parasites recombinants

Les parasites transfectés sont rapidement injectés par la voie intraveineuse dans deux
souris dites « parentales ». L’eau des biberons des souris est supplémentée en pyriméthamine,
contre laquelle, seuls les parasites mutants sont résistants. Quand la parasitémie des souris
parentales atteint 1% environ, la culture de parasites mutants est amplifiée par injection de leur
sang a de nouvelles souris appelées «transfert». De la méme fagon, on laisse l'infection se

développer jusqu’a atteindre environ 1% avant |'étape de clonage.

d. Clonage

Le but de cette étape est d’obtenir des clones, c’est a dire des populations de parasites
mutants dérivant d'un seul et méme parasite initial. A partir d’'une souris « transfert », une
dilution limitante est préparée, c’est-a-dire qu’elle va permettre d’injecter a de nouvelles souris
soit aucun parasite, soit un seul parasite. Trente souris ont été ainsi injectées et ont permis
d’obtenir cing clones de la souche P. berghei tRip-KO : V3, V4, V5, V8 et R7. Ultérieurement, il
s’est avéré que le clone V8 ne permettait pas d’aboutir a la production de sporozoites. Il est

possible qu’il posséde une autre mutation qui ne le rende pas viable tout au long du cycle.

e. Génotypage
La présence de la mutation dans le génome a été vérifiée avant I'étape de clonage par
PCR et Southern Blot, et de nouveau par PCR apreés le clonage (Figure 41, seuls les résultats du

Southern Blot et de 1a PCR apres clonage sont montrés).
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Pour réaliser le Southern Blot, 4 pg d’ADNg extrait sont digéré par FsPI 37°C pendant 16

h. Aprés précipitation a I'isopropanol, 'ADN est déposé sur un gel d’agarose 1%, la migration

s’effectue a 35 V pendant 14 h. L’ADN est transféré sur une membrane de nylon pendant 4 h puis

la membrane est lavée 10 min dans SSC 2X a température ambiante puis 10 min dans le tampon

de détection (DIG Easy Hyb Kit, Roche) a 42°C. La sonde dénaturée est ajoutée dans le tampon et

incubée pendant 16 h a 42°C. La membrane est lavée et bloquée selon le protocole du Kkit.

Finalement, 25 pL d’anticorps anti-DIG (1/12000) sont ajoutés dans la solution de blocage.

L’anticorps est incubé 30 min a température ambiante sous agitation douce. La membrane est

lavée puis révélée pendant 2 h (Figure 41A).

Pour la PCR, environ 300 pL de sang des souris de I'étape de clonage sont prélevés par

ponction rétro-orbitale et les globules rouges sont lysés a la saponine 0,1%. Plusieurs lavages

dans du PBS sont réalisés a 4000 rpm pendant 10 min pour éliminer 'hémoglobine. L’ADNg est
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WT a b c d
- L —

P1 1,7kb  P3
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P1/P2
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Figure 41: Vérifications de la présence de parasites Pb tRip-KO. (A) Analyse par Southern
blot. Le locus sauvage (5,9 kb) est détecté dans la piste WT ; le locus mutant (8,8 kb) est détecté
dans les pistes b, ¢, et d des quatre échantillons testés. (B) Analyse par PCR. Deux couples
d’amorces ont été utilisés: P1/P2 qui permet I'amplification d’'une séquence spécifique au
parasite sauvage (1,2 kb), et P1/P3 qui permet 'amplification d’'une séquence spécifique aux

parasites recombinants (1,7 kb).



extrait (QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen), puis élué dans 100 pL d’eau. La concentration en ADN
est quantifiée et la PCR est réalisée dans 25 pl. de milieu réactionnel, contenant 2,5 pL de
tampon Taq polymérase Takara 10X, 2 uL. ANTP (2,5 mM de chaque), 0,2 pL. de Taq polymérase
Takara (5 U/pL), 1 pL de chaque amorce (10 pM). Deux couples d’amorce ont été utilisés
(Figure 41B): P1/P2 qui permet d’amplifier le locus sauvage (1,2 kb) et P1/P3 qui permet
d’amplifier le locus mutant.

Le sang des cinq souris correspondantes au résultat de la PCR de la Figure 41B a été
ponctionné pour préparer des stocks a partir desquels j’ai travaillé dans notre laboratoire. Les
étapes de clonage et génotypage ont été effectuées par le Dr. Daniel Bargieri (Institut Pasteur,

Paris).

5. Phénotypage de la souche Pb tRip-KO

Afin de caractériser la souche Pb tRip-KO en la comparant avec une souche sauvage,
différentes expériences ont été menées in vitro et in vivo. Une partie de ces expériences figurent
dans la publication Kapps et al.,, 2016 et ont été réalisées avec Sabine Thiberge (Institut Pasteur,
Paris). J’ai mené deux expériences au sein de notre laboratoire : I'évaluation du développement
de la souche délétée dans le sang chez la souris, ainsi que I’évaluation de la traversée cellulaire

des sporozoites tRip-KO.

a. Suivi qualitatif du développement du parasite Pb tRip-KO in vivo

J’ai entrepris la culture de la souche tRip-KO (V4) pour vérifier la présence et la
morphologie normale de chacun des stades. Apres injection par voie intraveineuse de plusieurs
souris Swiss, j'ai pu observer trois jours plus tard sur frottis sanguins colorés des parasites ne
présentant aucune anomalie apparente. Les trophozoites, schizontes et gamétocytes observés
ressemblaient en tout point a ceux d'une souche sauvage et sont présents dans les proportions
habituelles: environ 80-90% de trophozoites (formes jeunes en anneaux et trophozoites
matures), 15-20% de schizontes et jusqu’a 5% de gamétocytes.

L’infection de moustique s’est déroulée normalement. La dissection des intestins d'une
quinzaine de moustiques m’a permis de vérifier la présence d’oocinétes et d’ookystes, 24 heures
et 7 jours apres le repas sanguin infectieux, respectivement (la visualisation des oocinetes se fait
de la méme fagon que celle des ookystes, voir B. Méthodes, paragraphe 1. b. (ii). Elle est plus
difficile étant donné que le sang non digéré dans les intestins des moustiques géne leur

observation et qu’ils sont plus petits que les ookystes).
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b. Etude comparative du développement de Pb tRip-KO et de la souche sauvage chez
la souris

Afin de comparer le développement des deux souches, des expériences de co-infection de
souris ont été menées : un méme nombre de parasites sauvages et de parasites tRip-KO ont été
injectés a des souris C57BL/6, en utilisant soit des sporozoites, soit du sang infecté. Les
sporozoites (5000 de chaque) et les parasites sanguins (0,005% de parasitémie finale chez les
souris receveuses) ont été injectés par voie intraveineuse a des souris C57BL/6. La parasitémie
a été suivie quotidiennement (par comptage manuel sur frottis sanguin), ainsi que la proportion
de chaque parasite (sauvage GFP et KO mCherry) en observant une goutte de sang d'une souris
infectée entre lame et lamelle au microscope a fluorescence (Zeiss Axiovert 200M). Mes résultats
ont été ultérieurement confirmés par nos collaborateurs qui ont pu procéder a un comptage plus

quantitatif au cytometre en flux.

c. Mesure de la traversée cellulaire par cytométrie en flux

La capacité des sporozoites a traverser des hépatocytes avant de former un schizonte
hépatique peut étre mesurée in vitro. Le principe de I'expérience repose sur la diffusion d'un
composé fluorescent, le Dextran-FITC, qui pénetre uniquement les cellules traversées grace a la
présence de bréches membranaires créées lors de I'entrée des sporozoites. Les bréches se
referment rapidement, ce qui piege le Dextran-FITC dans les cellules qui peuvent alors étre
détectées et comptées par cytometrie en flux. La quantité de cellules fluorescentes correle avec
la capacité des sporozoites a traverser les cellules. Chaque test est réalisé en triplicats et
I'expérience répétée trois fois, en utilisant des parasites issus de différentes infections et
dissections.

La veille de I'expérience, les cellules Hepa 1-6 sont distribuées en plaques 24 puits. En
régle général, ces cellules adhérentes ne nécessitent pas de collagene pour adhérer au plastique,
cependant, nous avons observé un meilleur étalement des cellules en présence de collagéne. La
solution de collagéne de type I (BD Biosciences; 0,04 mg/mL, HCl 0,01 N) est déposée dans
chaque puits et laissée 1 h a température ambiante, et les puits sont lavés deux fois avec du PBS.
Chaque puits recoit 80000 Hepa 1-6 dans 500 pl. de DMEM 10% sérum 1% pen-strep. Le
nombre de puits préparés prend en compte: les puits sans sporozoite, avec sporozoites
sauvages, avec sporozoites tRip-KO, ainsi que les contréles correspondants avec du milieu sans
Dextran-FITC. Le dép6t des parasites doit étre fait 24 h apres la distribution des cellules + 4 h, en
vérifiant que leur confluence ait atteint environ 80%.

L’expérience doit étre faite le méme jour que la dissection pour travailler avec des
sporozoites frais. Lors de la dissection, il faut veiller a recueillir les sporozoites dans le plus petit

volume possible de DMEM, 2% pen-strep, 1% néo pour pouvoir les diluer et éviter de les
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centrifuger.

Chaque condition, testée en triplicat, est préparée de la fagon suivante: 480000
sporozoites sont dilués dans 1,6 mL. de DMsEM, 2% pen-strep, 1% néo, 10% de sérum et 2
mg/mL de Dextran-FITC (2X). 500 puL de ce mélange sont ajoutés aux puits contenant les cellules
dans 500 pL de milieu complet. Chaque puits contient donc les cellules dans 1 ml de milieu
complet, 150000 sporozoites 1 mg/mL Dextran-FITC. Les plaques sont centrifugées 6 min a 300
g pour sédimenter les sporozoites et sont incubées 1 h ou 3 h a 37°C 5% CO.. A la fin de
I'incubation, le milieu est doucement aspiré et les cellules sont délicatement lavées avec 1 mL de
PBS. Les cellules sont alors décollées précautionneusement par cinq cycles
d’aspirations/refoulement dans 1 mL de PBS. Le décollement des cellules est vérifié sous
microscope et les échantillons sont transférés dans des tubes Eppendorf 1,5 mL. Les cellules
sont lavées trois fois dans 1 mL de PBS par centrifugations de 6 min a 300 g. Le culot cellulaire
est repris dans une solution de conservation (PBS, 2% sérum, 1% formaldéhyde) et sont
conservées a 4°C a I'abri de la lumiere jusqu’a lecture au cytométre en flux. Elles peuvent étre
conservées de la sorte jusqu’a quatre jours. Pour chaque échantillon, I'intensité de fluorescence
est mesurée. Les triplicats effectués permettent de calculer les moyennes et les écarts types dans

nos expériences.

6. Identification de partenaires protéiques de tRip par spectrométrie de masse

a. Préparation des échantillons

Les billes magnétiques et micro-colonnes utilisées proviennent du kit MultiMaCS™
Protein A/G MicroBeads (Miltenyi Biotec). L’affinité des billes recouvertes de protéine A est
excellente pour les anticorps de lapin (notée ++++) et trés bonne pour les billes recouvertes de
protéine G (notée +++). Notre protocole a été établi en combinant les protocoles du kit et ceux

des publications de Jones et al., 2006 et de Goel et al., 2003 .

(i) A partir des stades sanguins des souches sauvage et tRip-KO

Le protocole comporte trois étapes : la lyse des érythrocytes pour libérer les parasites,
I'extraction des protéines parasitaires et enfin la co-immunoprécipitation.

Nous avons travaillé avec 1 mL de sang d’une souris dont la parasitémie est d’environ
20% ou le sang de deux souris a 10% de parasitémie. Le sang est centrifugé 10 min a 450 g a
température ambiante afin de retirer une grande partie des leucocytes en jetant le surnageant.
Le sang est de nouveau centrifugé 5 min a 2000 g a température ambiante, le surnageant est jeté
alors que le culot contient principalement les globules rouges. Les érythrocytes (parasités ou
non) ont été lysés de différentes maniéres (i) par ajout d'un tampon de lyse contenant (150 mM

NH4Cl, 100 mM KHCO3 et 10 mM EDTA) pendant 5 min dans la glace, (ii) par ajout de saponine
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0,1% final suivi d’'une incubation de 5 min sur de la glace, ou (iii) par ajout de streptolysine O
(6000 U en présence de 100 mM DTT) pendant 15 min a 37°C. Le temps de lyse doit étre
rigoureusement respecté pour que les parasites ne soient pas lysés en méme temps. Apres
incubation, les tubes sont centrifugés 8 min a 2000 g. La totalité du surnageant est retiré. Le
culot est repris dans 1 mL de PBS et les tubes sont centrifugés 2 min a 95 g. Les débris (en
particulier les globules rouges intacts) sont culottés alors que les parasites libres restent dans le
surnageant. Cette opération est renouvelée trois a quatre fois, jusqu’a totale élimination des
débris cellulaires contaminants.

Les parasites sont ensuite culottés pendant 8 min a 2000 g puis sont repris dans 1 mL de
tampon d’extraction froid (50 mM Tris-HCl pH=8, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 10 mM DTT et
1/50 inhibiteur de protéases (cOmplete Tablets EDTA-free, Roche)) et incubés pendant 1 h dans
la glace. Les tubes sont passés au vortex de temps en temps (toutes les 10 min environ). Le lysat
cellulaire est centrifugé pendant 15 min a 10000 g afin d’éliminer les membranes.

Les protéines du parasite, présentes dans le surnageant, sont incubées avec les billes
magnétiques recouvertes de protéine A ou G (50 pL/mlL, les deux types de billes ont permis
d’obtenir les mémes résultats) pendant 30 min, sous agitation douce et a 4°C. Cette étape permet
d’éliminer les protéines qui se fixent de maniere aspécifique aux billes.

Apreés élimination des billes, I’échantillon (1 ml) est incubé avec I'anticorps anti-tRip (12
ul a 0,5 pg/pL) et 50 pL de billes pendant 1 heure sous agitation douce a 4°C. L'extrait est
déposé sur micro-colonne en présence d'un champ magnétique et I'éluat est récupéré. Des
lavages successifs sont réalisés (toutes les fractions sont récupérées) : deux lavages de 200 pL
avec le tampon sans sel (50 mM Tris-HCl pH=8, 1% NP-40), un lavage de 200 pL avec le tampon
intermédiaire en sels (50 mM Tris-HCl pH=8, 150 mM NaCl, 1% NP-40), un lavage de 200 pL
avec le tampon concentré en sels (50 mM Tris-HCl pH=8, 500 mM NaCl, 1% NP-40) et un dernier
lavage de 400 pL avec le tampon sans sel (ce qui évite d’avoir trop de sels dans nos échantillons
apres élution). Les protéines décrochées au cours du dernier lavage (500 mM de NaCl) sont
précipitées en présence de 100 pL de TCA 100% pendant 10 min a 4°C et centrifugées 15 min a
12000 rpm. Le culot est lavé deux fois dans 200 pL d’acétone froid, séché 5 min a 95°C et repris
dans 20 pL de tampon de charge pour les protéines (50 mM Tris-HCI pH=6,8, 50 mM DTT, 1%
SDS, 0,025% bromophénol et 10% glycérol) et conservé a -20°C jusqu’a analyse.

Enfin, les protéines toujours fixées aux anticorps anti-tRip sont décrochées en deux
étapes (avec le tampon chauffé a 95°C) : en déposant 20 pL de tampon d’élution, laissé 5 min,
puis en ajoutant 120 uL de tampon d’élution (50 mM Tris-HCl pH=6,8, 50 mM DTT, 1% SDS,
0,025% bromophénol et 10% glycérol).

L’ensemble des échantillons est confié a la plateforme de protéomique de 'IBMC pour

analyse.
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(ii) A partir de sporozoites des souches sauvage et tRip-KO

Etant donné le fort taux d’expression de tRip au stade sporozoite, nous avons utilisé 4
millions de sporozoites purifiés par test (voir la production de sporozoites dans B. Méthodes,
paragraphe 1. b., et leurs tentatives de purification au paragraphe 3.). La préparation des
échantillons et les différentes étapes de co-immunoprécipitations ont été faites dans les mémes
conditions que celles décrites pour le stade sanguin. En revanche, I'étape d’extraction des
protéines tient compte des différences de membranes entre le parasite au stade sanguin et les
sporozoites.

Deux extraits cellulaires distincts ont été préparés a partir de culots de sporozoites
purifiés et conservés a sec a -20°C. Dans un premier temps, seule la membrane plasmique est
détruite pour libérer essentiellement les protéines présentes dans la membrane et dans I'espace
intermembranaire. Pour cela, les parasites sont repris délicatement dans 200 pL de tampon
d’extraction froid (50 mM Tris-HCl pH=8, 150 mM NaCl, 10 mM DTT et 1/50 inhibiteur de
protéases) et incubés en présence de 1% Triton X-100 pendant 10 min sur glace. Dans ces
conditions, seule la membrane plasmique externe est solubilisée. Les sporozoites sont alors
centrifugés 30 min a 150 g pour séparer le surnageant contenant les protéines de la membrane
plasmique et de 'espace intermembranaire du culot contenant les sporozoites « nus ».

Dans un deuxieme temps, les sporozoites sans membrane plasmique sont soumis a une
étape supplémentaire de lyse en présence de 200 pL. du méme tampon d’extraction pendant 50
min sur la glace. Comme ces sporozoites n’ont plus membrane plasmique, ils ne contiennent plus
tRip et sont donc utilisés comme controle négatif dans notre expérience.

Les extraits sont centrifugés 15 min a 15000 g a 4°C et les surnageants sont utilisés

comme extraits protéiques dans les expériences de co-immunoprécipitation.

b. Analyse des échantillons

Les protéines éluées ont été précipitées selon le protocole décrit dans la publication
Chicher et al,, 2015. Brievement, les protéines sont éluées par I'ajout de méthanol 100% et 0,1 M
d’acétate d’'ammonium. Aprés une étape de réduction et d’alkylation en présence de 5 mM DTT
et de 10 mM iodoacétamide, respectivement. Les protéines sont ensuite digérées pendant 16 h
en présence de trypsine 1/25 p/v dans 50 mM de bicarbonate d’ammonium a température
ambiante. Les protéines sont séchées, reprises dans de 'eau 0,1% formaldéhyde puis injectées
dans l'appareil de nanoLC-MS/MS (NanoLC-2DPlus system avec un module nanoFlex ChiP
(Eksigent, ABSciex, Concord, Ontario, Canada), couplé a un spectrométre de masse TripleTOF
5600 mass (ABSciex)). Les peptides sont élués de la colonne analytique C-18 (75 pm ID x 15 cm

ChromXP, Eksigent) avec un gradient de 5% a 40% d’acétonitrile durant 90 min.
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Les séquences obtenues ont été recherchées dans UniProt (Plasmodium berghei et Mus
musculus) et identifiées a I'aide de l'algorythme Mascot (version 2.2, Matrix Science, Londres,

Royaume-Uni).

7. Protéomique comparative des parasites au stade schizonte sanguin

a. Maturation des parasites

Des souris sont infectées et ponctionnées comme expliqué dans la section B. 1. a.. Le sang
(environ 1 mL) d’une souris infectée a plus de 5% de parasitémie est centrifugé pendant 5 min a
600 g. Le surnageant est retiré et le culot globulaire est mis en culture en flasque T75 dans 12
mL de milieu RPMI contenant 10% de sérum sous agitation a 37°C COz 5% pendant 22 h (Pb
sauvage) ou 44 h (Pb tRip-KO, lorsque les milieux sont bruns foncés). Cette culture permet de
synchroniser les différents stades de parasites présents dans le sang et de n’obtenir que le stade

« schizonte sanguin ».

b. Purification des parasites

Le contenu des flasques est récupéré et filtré sur filtre Plasmodipur (Europroxima) pour
éliminer les leucocytes de la souris. Les globules rouges récupérés (infectés ou pas) sont
centrifugés pendant 10 min a 450 g repris dans suffisamment de RPMI pour obtenir un volume
total de 4 mL. Un coussin constitué de 7,2 mL de Percoll 60% isotonique est délicatement déposé
a la pipette Pasteur sous les globules rouges. Le tube est centrifugé 20 min a 1450 g (godets
mobiles), ce qui permet de séparer les globules rouges infectés qui se retrouvent a l'interface
Percoll/RPMI des globules rouges non infectés qui sont présents au fond du tube (Figure 42A).
Les globules rouges parasités sont récupérés puis centrifugés pendant 10 min a 450 g et lavés 3
fois dans 1 mL de PBS. IIs sont finalement repris dans 200 pL de PBS et lysés en ajoutant 200 pL
de PBS contenant saponine 0,04% (0,02% final). La lyse se déroule pendant 5 min dans la glace.

Pour arréter la lyse, les parasites libres sont culottés pendant 5 min a 2000 g puis lavés dans 500

RPMI {

Hématies non schizontes libres

parasitées

. <€—— Culotde
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Figure 42: Echantillons au cours de la purification de schizontes de P. berghei. (A) Apres
centrifugation de la culture sur coussin de Percoll, les schizontes se trouvent a l'interface entre
le Percoll et le milieu de culture. (B) Apercu des culots de schizontes obtenus aprés lyse des
érythrocytes.

uL. de PBS. Le culot de parasites (Figure 42B) est repris dans 50 pL de tampon de charge pour
les protéines et conservé a -80°C jusqu’a 'analyse. Une aliquote est analysée sur gel SDS PAGE
12% afin d’évaluer la qualité d’extraction et la concentration des protéines dans les échantillons.

L’expérience a été faite une fois en triplicats.

8. Production de protéines recombinantes

a. tRip de P. falciparum (PftRip)

Notre article Kapps et al., 2016 détaille la production et la purification de tRip a partir
d’'un géne dont la séquence a été optimisée pour une expression dans E. coli. J'ai travaillé pour
ma part sur une version harmonisée (en respectant les codon rares et fréquents) de ce gene
pour faire les tests de dénaturation des ARNt. Le protocole de purification a été mis au point par
le Dr Anne Théobald-Dietrich.

Le géne codant pour la protéine entiére a été cloné entre les sites de restrictions BamHI
et HindIII du vecteur d’expression pQE-30 (Qiagen) afin de produire une protéine fusionnée a
une séquence 6 His en N-terminal. La protéine est exprimée dans des cellules bactériennes

Top10.

(i) Culture des cellules surproductrices

Une colonie fraichement transformée avec le clone 1303 est ensemencée dans 50 mL de
LB contenant 2% de glucose et 0,1 mg/mL d’ampicilline pendant 16 h a 30°C. Le lendemain, 10
mL de la préculture sont dilués dans 500 mL de LB, 2% glucose 20%, 0,1 mg/mL ampicilline, la
culture est incubée a 30°C jusqu’a obtenir une absorbance comprise entre 0,6 et 0,8. Les cellules
sont centrifugées et transférées dans 500 mL de LB en présence d’ampiciline et de 0,1 mM IPTG.
La culture est poursuivie pendant 18h a 16°C sous agitation.

Le cellules sont centrifugées 15 min a 4000 rpm a 4°C, lavées dans 50 mL de PBS et

stockées a -20 °C jusqu’a leur utilisation.

(ii) Purification de PftRip

Un culot de cellules correspondant a 500 mL de culture est repris dans 25 mL de
tampon A (50 mM Naj;Na; pH=8, 300 mM NaCl, 0,1% DDM, 10% glycérol, 5 mM p-
mercaptoéthanol). Les cellules sont lysées par sonication 7 min a 150 V (sonde moyenne), dans

de la glace. L’extrait est centrifugé pendant 30 min a 35000 rpm a 4°C. Le surnageant est
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récupéré et est chargé sur une colonne Ni-NTA (2 mL) préalablement équilibrée avec le tampon
A. Larésine est lavée avec 5 mL de tampon A. Un gradient de NaCl (10 mL de 300mM a 2M) suivi
du gradient inverse (10 mL de 2M a 300 mM) permet d’éliminer les acides nucléiques qui sont
fixés sur tRip. La résine est lavée avec 20 mL de tampon B (50 mM HEPES-NaOH pH=8, 0,005%
DDM, 10% glycérol, 5 mM p-mercaptoéthanol) pour éliminer les traces de sels. tRip est alors
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Figure 43: Purification de la protéine tRip. (A) Premiére étape de purification sur colonne Ni-
NTA : chromatogramme et gel. AN : acides nucléiques (B) Deuxiéme étape de purification sur
colonne UnoQ : chromatogramme et gel. On distingue deux populations de tRip. La premiere
correspond a la forme de la protéine capable de lier les ARNt, c’est celle qui est conservée.
Pendant I'élution, une deuxiéme forme de tRip est décrochée : elle n’est pas capable de lier les
ARNt. Elle n’est pas utilisée. Le gel montre la protéine conservée. L’absorbance et la conductivité
sont données par la courbe bleue et la courbe rouge respectivement. AN : acides nucléiques.

éluée avec un gradient d’'imidazole (20 mL de 0 a 250 mM). Une aliquote des fractions de
I'élution est analysée sur gel. Celles présentant un minimum de contaminations sont
rassemblées pour étre chargées sur une colonne UnoQ (1 mL, BioRad). La chromatographie se
fait dans le méme tampon B que précédemment. L’échantillon est chargé, la colonne lavée avec
10 mL de tampon B et la protéine retenue sur la résine est éluée grace a un gradient en sels (10

mL de 0 a 500 mM de NaCl dans le tampon B). Au cours de cette deuxieme étape, deux lots de
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tRip sont obtenus : le premier ne se lie pas a la résine échangeuse d’anions, mais lie les ARNt in
vitro, alors que le deuxiéme lot qui est retenu sur la résine n’a pas la capacité de lier les ARNt. En
conséquence, les fractions correspondant uniquement a la charge de la colonne sont regroupées
et conservées. La protéine est alors concentrée et dialysée durant 16 h contre 500 mL le
tampon : 50 mM Naj;Na,; pH=8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM [-mercaptoéthanol, 0,005%
DDM et 50% glycérol. Cette étape permet d’éliminer les derniére traces d’imidazole et de
transférer la protéine dans un tampon qui permet de la conserver a -80°C. Les
chromatogrammes et gels correspondant a chaque étape de purification sont indiqués dans la

Figure 43.

b. Glutamyl-ARNt synthétase de P. berghei (PbGIuRS)

(i) Clonage

Le géne synthétique codant pour la GluRS de P. berghei a été commandé chez GenScript.
La séquence a été optimisée pour une traduction efficace dans les cellules humaines. Le géne a
été inséré dans le plasmide d’expression pCDNA 3.1 entre les sites de restriction BamHI et EcoRI.
Ce plasmide a été modifié, il possede une séquence Shine & Delgarno situé entre le promoteur de
transcription T7 et ’ATG initiateur de la protéine et une séquence codant pour un 6-His localisée
al'extrémité 3’ du gene d’intérét. Ainsi grace a ce plasmide modifié, nous pouvons exprimer de la
GIuRS dans les cellules de mammifere en culture mais également dans des bactéries. Dans le cas

présent, j’ai utilisé les bactéries E. coli BL21.

(ii) Purification

Les cellules surproductrices ont été cultivées dans les mémes conditions que
précédemment (voir B. Méthodes, paragraphe 8. a.(i)). Un culot de cellules correspondant a 500
mL de culture est repris dans 25 mL de tampon A (50 mM Na;Na, pH=8, 300 mM NacCl, 0,1%
DDM, 10% glycérol, 5 mM p-mercaptoéthanol). Les cellules sont lysées par sonication pendant 7
min a 150 V (sonde moyenne), dans de la glace. L’extrait est centrifugé pendant 45 min a 35000
rpm a 4°C. Le surnageant est récupéré et est chargé sur une colonne Ni-NTA 2 mL préalablement
équilibrée avec le tampon A. La résine est lavée avec 20 mL de tampon A et la GIuRS est éluée
avec un gradient d'imidazole (20 mL de 0 a 250 mM) (Figure 44A). Une aliquote des fractions
de I’élution est analysée sur gel (Figure 44B). Celles présentant un minimum de contaminations
sont rassemblées pour étre dialysées contre le tampon : 50 mM Na;Na; pH=8, 150 mM NaCl, 1
mM EDTA, 5 mM B-mercaptoéthanol, 0,005% DDM et 50% glycérol. La protéine obtenue est
tronquée. Nous avons vérifié par spectrométrie de masse qu'il s’agissait bien d'une forme clivée

de la PbGluRS, que nous avons utilisée. Elle peut étre conservée a -20°C.
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9. Préparations d’ARN

a. Extraction d’ARN total

Figure 44: Purification de la protéine
PbGIuRS sur colonne Ni-NTA. (A)
Chromatogramme montrant le pic de la
protéine d’'intérét en début de gradient
d’élution. (B) Western Blot révélant deux
formes de la GluRS purifiée par
l'utilisation d’un anticorps primaire anti-
6His (tag en C-terminal de la protéine). La
forme majoritaire est tronquée (environ
65 kDa au lieu de 94 kDa).

(i) ARN de bactéries ou de cellules de mammiféres

Les cellules sont resuspendues dans du TriReagent (Sigma-Aldrich) délicatement (6 mL

pour 80 millions d’'Hepa 1-6, ou 6 mL pour le culot d'une culture de 100 mL d’E. coli).
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L’extraction de I’ARN total est effectué selon les indications du fabricant. La concentration en
ARN est évaluée par lecture de l'absorbance a 260 nm. Les quantités de cellules indiquées

précédemment permettent d’obtenir environ 2 mg d’ARN total.

(ii) A partir de foie de souris

La souris est anesthésiée, disséquée et le foie est prélevé. Il est découpé en plusieurs
échantillons dont les masses varient de 150 a 450 mg qui sont conservés a -80°C jusqu’a
utilisation. Un morceau de foie est placé dans un tube contenant des billes de broyage (Fast RNA
Green Kit MP). Sous la hotte, 1 mL de TriReagent est ajouté dans le tube pour 100 mg de tissus.
Le tissu est broyé pendant 40 secondes, setting 6 (Appareil MP FastPrep-24, MP Biomedicals).
Les tubes sont centrifugés pendant 10 min a 12000 g a 4°C. 1 mL de surnageant contenant 'ARN
est transféré dans un tube propre et est purifié selon le protocole établi par le fournisseur du
TriReagent (Sigma-Aldrich). La détermination de la concentration est faite par mesure de

I'absorbance a 260 nm. 160 mg de foie permet d’extraire environ 1 mg d’ARN total.

b. Purification d’ARNt total a partir d’ARN total
Les ARNt sont séparés des autres ARN cellulaires (ARN ribosomiques et ARNm) par
HPLC sur colonne Superdex 75 (GE Healthcare) (Figure 45).
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Figure 45 : Purification d’ARNt a partir d’ARN total. (A) Chromatogramme de purification
selon la taille des ARN, sur Superdex 75. (B) Gel d’acrylamide 12% urée 8M montrant ce qui a
été purifié. On distingue différentes tailles d’ARNt, selon la longueur de leur domaine variable,
ainsi que 'ARNr 5S.
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Le tampon utilisé est 50 mM HEPES-KOH, 150 mM KCI. Les différentes fractions sont
analysées sur gel, celles contenant des ARNt sont regroupées, mises a précipiter a I'éthanol en
présence d’acétate de sodium et I'’ARNt est quantifié par absorbance. 1 mg d’ARN total de foie
permet de purifier environ 90 pg d’ARNt; 1,8 mg de cellules Hepa 1-6 permet de purifier
environ 100 ug d’ARNt; 1,8 mg d’ARN total d’E. coli permet de purifier environ 1 mg d’ARNt.

¢. Marquage radioactif d’ARNt en 3’

Les ARNt sont marqués en deux étapes : d’abord, le CCA est enlevé, puis reconstitué en
présence de CTP froid, d’ATP radioactif P32 et de CCase d’E.coli. Dans un volume de 25 pL, 100
pmoles d’ARNt sont incubées dans 250 mM de Tris-HCl pH=8, 10 mM de MgCl; et 2 pg de VDE.
Le tube est incubé 10 min a 20°C et la réaction est arrétée par une extraction phénolique suivie
d’'une précipitation a l'éthanol. Le culot d’ARNt est repris dans 40 pL de milieu réactionel
contenant 45 mM de Tris-HCI pH=8, 10 mM de MgCl, 50 uM de CTP, 5 pCi d’[a32P]-ATP et 1 pL
de CCase d’E. coli a 3,3 mg/mL. La réaction se fait durant 30 min a 37°C. L’ARNt marqué est

purifié sur colonne NAP5 et est précipité a I'’éthanol en présence d’1 pL de glycogéne (1 pg/uL).

d. Génération de transcrits d’ARNtGl

Quatre transcrits correspondants aux deux ARNt isoaccepteurs glutamate de P.
berghei et de souris : ARNtGlu (TTC) et ARNtGlu (CTC) ont été synthétisés. Parce que les séquences
5’ des ARNt ne sont pas favorables a la transcription in vitro par la T7 ARN polymérase, nous
avons choisi d’utiliser la méthode du transzyme pour générer ces molécules selon le protocole
de la publication Fechter et al., 1998.

Vingt-trois oligonucléotides ont été synthétisés pour permettre la reconstitution des
génes d’ARNt par cassettes (Figure 46). Les génes ont été insérés dans le plasmide pUC119
entre les sites HindIIl et BamHI. Un site BstNI ou Nsil a été introduit a 'extrémité 3’ du géne afin

de produire une extrémité CCA aprés digestion.

10. Gel retard

tRip a été testée pour sa capacité a lier les ARNt selon le méme protocole que celui utilisé
dans l'article Kapps et al, 2016. Briévement, les ARNt radiomarqués (voir B. Méthodes,
paragraphe 9. c,) a 1000 cpm/pL sont incubés 20 min dans la glace dans un tampon 25 mM
HEPES-KOH pH=7,5, 75 mM KCl, 5 mM MgCl2, 10% glycérol, ainsi que 20 ng/pL oligo-dT et une
concentration croissante de protéine PftRip (de 0 a 2 uM). A la fin de I'incubation, les différents
échantillons sont mis a migrer sur un gel natif (200X200X1,5 mm3) 6%
d’acrylamide/bisacrylamide (37,5/1) dans du TBE pendant 2 h 30 min a 140 V. Le gel est alors

séché et exposé contre un film autoradiographique.
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Transcrit A : TTC P. berghei
HindlIl GluTZ-1 GIuTZ-2 GluTZ-3 GluTZ-4 BstNI

BE8EE -~ r2ccacTcacTaTaceeAGAGCCA NI SIS ™ C C CACGTAGTCTAGACGGTTAGGATATTCGGCTITCACCCGAACGACCCGGGTTCGAGTC
CCGGCGTGGGAACCAl
BrTATGCTGAGTGATATCCCTCTCCCTGACTACTCAGGCACTCCTGCTTTGCCATGGGCCATGGCAGAGGGTGCATCAGATCTGCCAATCCTATAAGCCGAAAGTGGGCTTGCTGGGCCCAAGCTCAG
GGCCGCACCCTTCC TN
GluTZ-5 GluTZ-6 GluTZ-7 GluTZ-8 BamHI

Transcrit B : TTC M. musculus

Hindlll GluTZ-1 GluTZ-2 GluTZ-9 GluTZ-10 Nsil
BEEEE~ ~ r2ccacTcacTaTacecAcAce A N SR = c c c A CATGGTCTAGCGGTTAGGATTCCTGGTTII TCACCCAGGCGECCCEEETTCGACTCC
CGGTGTGGGAACCATGCATH
BrTATGCTGAGTGATATCCCTCTCCCTGACTACTCAGGCACTCCTGCTTTGCCATGGGCCATGGCAGAGGGTGTACCAGATCGCCAATCCTAAGGACCAAAAGTGGGTCCGCCGGGCCCAAGCTGAGE
GCCACACCCTTGGTACCT A GEHRG

GluTZ-5 GluTZ-11 GluTZ-12 GluTZ-13 BamHI
Transcrit C : CTC P. berghei m
HindIll GluTZ-1 GluTZ-2 GluTZ-14 GluTZ-15 BstNI —

BE8EE~ ~rAccacTcacTAaTAGGGAGAGGCA NS EIIMBEE ™ C C CACGTGGTCTAGTGGCTAGGATATTCGGCTICTCACCCGAAAGGCCCGGGTTCAATTCC
CGGCGTGGGAACCA
BrTATGCTGAGTGATATCCCTCTCCCTGACTACTCAGGCACTCCTGCTTTGCCATGGGCCATGGCAGAGGGTGCACCAGATCACCGATCCTATAAGCCGAGAGTGGGCTTTCCGGGCCCAAGTTAAGE

GCCGCACCCTTCC T HEHRg
GluTZ-5 GluTZ-16 GluTZ-17 GluTZ-18 BamHI

Transcrit D : CTC M. musculus
HindIIl GluTZ-1 GIuTZ-2 GIluTZ-19 GluTZ-20 Nsil

BE8EE~ ~ T2 ccacTcacTATAGGGAGAGGCA NSRS  c CCTGCTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGCGCTICTCACCGCCGCEGECCCGGETTCGATTCC

CGGTCAGGGAACCATGCATH
BTTATGCTGAGTGATATCCCTCTCCCTGACTACTCAGGCACTCCTGCTTTGCCATGGGCCATGGCAGAGGGACCACCAGATCACCAATCCTAAGCCGCGAGAGTGGCGGCGCCGGGCCCAAGCTAAGG
GCCAGTCCCTTGGTACCT ARG
GluTZ-5 GluTZ-21 GluTZ-22 GluTZ-23 BamHI

Figure 46 : Construction des geénes a partir desquels sont synthétisés les différents ARNtGl: de P. berghei et M. musculus. Les sites de restrictions sont
indiqués en italique. Les surlignages vert et jaune correspondent a la séquence apportant le site de coupure du transzyme et I'anticodon, respectivement.



11. Tests d’aminoacylation de PbGluRS

La capacité d’aminoacylation de la PbGIuRS (voir B. Méthodes, paragraphe 8. b.) a été
testée (i) avec les transcrits d’ARNtGlu synthétisés in vitro (voir B. Méthodes, paragraphe 9. d.) et
(ii) avec de I’ARN total de P. berghei, de foie de souris, de cellules Cos7, de 'ARNt total de foie de
souris, de cellules Hepa 1-6, de S. cerevisiae et d’E. coli (voir B. Méthodes, paragraphe 9), en
respectant la méme concentration finale en ARNt dans les tests. La réaction se fait dans 50 pL
contenant : '’ARN, 5 pL. de L-Glu C4 (253 mCi/mmol), 0,5 uM PbGIuRS et 10 pL de tampon
PbGIuRS 5X (2 50 mM HEPES-KOH pH=7,4, 75 mM MgCl;, 50 mM ATP et 150 mM KCI). Le
mélange est pré-incubé 2 min a 37°C et la réaction est initiée par I'ajout d’enzyme PbGIuRS a 0,5
uM finale. Aux temps 5, 10 et 15 min, des prélevements de 15 pL sont effectués, déposés sur
papier 3MM et 'ARN est précipité dans du TCA 5% froid. Apres trois lavages au TCA 5%, les
étiquettes sont lavées a I'éthanol, séchées puis comptées. Les cpm obtenus permettent de

calculer le taux d’ARNtGlu chargé.

12. Test de structure des ARNt liés a PftRip

Les deux protocoles décrits ci-aprés ont été réalisés dans le but de tester si I'interaction
entre ARNt et tRip modifie la conformation tridimensionnelle des ARNt. Les deux approches
consistent en deux étapes : les ARNt sont incubés avec tRip, récupérés et analysés soit par gel

retard (premiére approche), soit par cartographie en solution (deuxieme approche).

a. Incubation préalable

L’ARNtPhe de levure radiomarqué (200000 cpm par tube) est incubé (i) seul, en présence
(ii) BSA 2 pM, (iii) de tRip 250 nM et (iv) de tRip 2uM dans un volume final de 180 pL en
présence de tampon (50 mM HEPES pH=7,5, 150 mM KCIl, 10 mM MgCl,, 20% glycérol). Les
tubes sont incubés 20 min dans la glace, puis les ARNt sont isolés par extraction phénolique. Les
ARNt sont concentrés en deux étapes : par l'utilisation de microcons 10K jusqu’a arriver a un
volume d’environ 100 pL, puis précipités a I'éthanol et repris dans 11 pL d’eau. La radioactivité

est dosée pour 1 pL. d’ARNt de chaque échantillon.

b. Gel retard

Identique a la section 10.

c. Cartographie en solution
(i) Clivages enzymatiques
La structure de I'’ARN peut étre caractérisée au moyen de sondes enzymatiques, des

endoribonucléases (RNases) qui reconnaissent spécifiquement les régions simples brins ou les
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régions appariées et structurées J'ai utilisé la RNase T1 qui clive les régions simples brins.

Les ARNt (ARNtAsp de levure) sont dans un premier temps dénaturés par chauffage a
85°C pendant 2 min puis renaturés par une incubation de 10 min a température ambiante. Le
milieu réactionnel de 20 puL contenant du tampon (50 mM HEPES-NaOH pH=7,5, 10 mM MgCl; et
25 mM KCI), 70000 cpm d’ARNt marqué et 1 pM d’ARNt non marqué est incubé 5 min a 25°C. La
sonde enzymatique est ajoutée (16 mU de nucléase T1, et 1 mM de ZnCl;) et le milieu est incubé
10 min a 25°C. La réaction est arrétée par addition d’'un volume de stop mix (0,6 M AcONa pH=5,
3 mM EDTA, 0,1 mg/mL d’ARNt total d’E.coli). La réaction est arrétée par extraction phénolique.

Afin de visualiser d’éventuelles coupures spontanées de I'’ARNt au cours des
manipulations, des controles sont également effectués sans sonde enzymatique.

L’échelle alcaline est réalisée dans 10 puL de milieu réactionnel contenant 35 mM de
NaHCO3; pH=9, 70000 cpm d’ARNt marqué, 1 uM d’ARNt non marqué pendant 4 min a 80°C puis
plongé dans la glace.

L’échelle de guanosine est effectuée dans 10 pl. de milieu contenant 10 mM NazCsHs07
pH=4,5, 3,2 M d’urée, 0,4 mM d’EDTA, 70000 cpm d’ARNt marqué, 1 uM d’ARNt non marqué. Le
milieu est incubé 5 min a 60°C puis additionné de 2 U de ribonucléase T1 et incubé 4 min a 60°C.
La réaction est arrétée dans la glace.

Pour I'ensemble de ces réactions, les produits de clivages sont additionnés de 0,2 volume
de glycogene (1 ug/uL) et précipités a 'éthanol avant d’étre repris dans 10 pL de solution de
dépot (80% formamide, 10 mM EDTA pH=8, 0,025% bromophénol, 0,025% xyléne cyanol).

La séparation des produits de clivage se fait sur gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes. La migration des fragments en présence d’'urée et a haute température permet un
dépliage des molécules d’ARN et donc une séparation selon leur taille sur gel de polyacrylamide.
La migration est réalisée sur un gel 12% (19/1, Rotiphorése Gel 40) en présence d'urée 8 M a
1600 V, 55 mA et 50 W jusqu’a ce que le bleu de bromophénol soit a 10 cm du bas de la plaque.

Le gel est ensuite démoulé et révélé par autoradiographie.

(ii) Clivage au plomb

La réaction de clivage au plomb est réalisée dans un volume final de 10 pL contenant:
I’ARNtAsp radioactif (20000 cpm), 2 uM d’ARNtPhe froid, 2 uL. de tampon plomb 5X (50 mM Tris-
HCl pH 7.5, 250 mM KCl, 25 mM MgCl2, 5 mM DTT, 50 % de glycérol) et 0, 0,5 ou 1 pL de plomb
(100 mM). Les tubes sont incubés 10 min a 25°C. La réaction est arrétée avec 16 pL de « stop
mix » (5 uL. I’EDTA 0,1 M, 1 pL de glycogéne et 10 pL de « stop mix A » contenant 0,6 M AcNa
pH=5, 3 mM EDTA, 0,1 pg/uL ARNt total E. coli). En paralléle, une hydrolyse en condition
dénaturante a la ribonucléase T1 est effectuée sur ’ARNt afin d’assigner les bandes, ainsi qu'un

hydrolyse alcaline pour obtenir une échelle.
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S Delphine KAPPS

~ Role de import des ARN de
transfert de I’héte dans le
développement de Plasmodium

Résumé

La protéine tRip de Plasmodium, I'agent du paludisme, fait 'objet de mon travail de thése.
Identifiée au laboratoire, elle est localisée a la membrane plasmique de P. berghei, le modéle murin
étudié in vivo. Elle permet I'import d’ARNt exogénes a I'intérieur du parasite.

La génération et I'étude d’'une souche P. berghei tRip-KO m’ont permis d’explorer I'importance
de ce mécanisme et I'implication de tRip dans un complexe multiprotéique.

J’ai démontré que la multiplication de P. berghei est trés réduite lors du stade sanguin chez la
souche tRip-KO. Par protéomique, jai montré qu’en I'absence de tRip, de nombreuses protéines
sont sous-exprimées, en particulier celles riches en asparagines. Enfin, j'ai identifié trois partenaires
protéiques de tRip, dont le substrat est 'ARNt.

Ces résultats suggérent que les ARNt importés par Plasmodium via tRip pourraient étre
substrat de protéines plasmodiales et acteurs de la synthése protéique du parasite.

Le transport d’ARNt étrangers dans une cellule est un mécanisme inconnu en dehors de cette
étude. Il révéle une interaction inédite entre un hoéte et son parasite intracellulaire, propice au
développement de ce dernier.

Mots-clés : Plasmodium, ARNt, import d’ARNt, synthése protéique

Résumé en anglais

The organism studied in this work is Plasmodium, the malaria parasite. The laboratory
identified a membrane protein, called tRip for tRNA import protein, displaying a tRNA binding domain
exposed outside of the parasite. In vivo, in P. berghei which is the murine model used, tRip mediates
the import of exogenous tRNAs into the parasite cytosol.

My PhD work begun with the construction of a tRip-KO strain of P. berghei to investigate the
role of tRNA import and the putative involvement of tRip within a proteic complex.

The phenotype of the tRip-KO strain is significantly modified compared to the wild-type
parasite during the blood stage: its rate of multiplication is much lower. By proteomic analyses, |
showed that many proteins are under-regulated in the tRip-KO strain, especially those very rich in
asparagines. Moreover, | dentified three protein partners for tRip, being tRNA aminoacylation or
modification enzymes.

These results suggest that host imported tRNAs could be taken in charge by parasitic
enzymes and take part to Plasmodium protein synthesis.

This work reveals a new host pathogen interaction and is the first example showing
exogenous tRNA import into a cell.

Keywords: Plasmodium, tRNA, tRNA import, protein synthesis




