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Résumeé

Toxoplasma gondii, comme Plasmodium falciparum appartiennent au phylum des
Apicomplexes. Ce groupe de parasites ont comme dénominateurs communs, trois
organites apicaux : rhoptries, micronemes et granules denses contenant des facteurs
indispensables pour la reconnaissance, I'entrée et la survie du parasite au sein de la
cellule hbéte. Le récepteur transmembranaire de type 1 appelé TgSORTLR
("Toxoplasma gondii Sortilin-Like Receptor") est nécessaire a la biogenése des
organelles de sécrétion rhoptrie et microneme (Sloves et al., 2012). Le domaine C-
terminale de la TgSORTLR, lie TgVps26 et TgVps35 deux protéines appartement au
complexe Rétromére essentiel au recyclage protéique chez les mammiféres et S.
cerevisiae. Nous avons construit le premier interactome du CRC de T. gondii et des
autres Apicomplexes. Contrairement aux mammiféres, le Rétromere de T. gondii est
composé du CRC (Complexe de Reconnaissance du Cargo) TgVps35-TgVps26-
TgVsp29 et I'absence du dimére de Sorting Nexin (SNX). Nous avons identifié
plusieurs protéines connues de 'ELC (Endosomal-like compartment) ainsi que des
protéines parasitaires spécifiques. La déplétion conditionnelle de TgVps35 démontre
gue le complexe Rétromeére n’est pas seulement crucial pour la biogenése des
rhoptries, micronémes et granules denses, mais aussi pour 'architecture et I'intégrité
du parasite. Nous avons montré que le recyclage de la TgSORTLR entre 'ELC et le
TGN (Tans-Golgi-Network) est essentiel au trafic des protéines de sécrétion rhoptries
et micronémes. Par ailleurs nous avons décrit deux nouvelles protéines hypothétiques
TgHP12 et TgHPO3 pouvant étre impliquées respectivement dans le trafic vers 'ELC
et vers la membrane plasmique. Afin nous avons identifié et caractérisé une protéine
chimérique TgHP25 avec les domaines BAR et SBF2, pouvant étre impliquée dans la
biogenese de l'organite rhoptrie. En somme notre travail souligne I'importance du
recyclage protéique et I'implication de protéines spécifiques dans la maturation des

organites et I'intégrité du parasite.

Mots clefs : T.gondii ; Trafic ; Rétromere, Spectrométrie de masse ; Endosomes ;
Protéine Hypothétique ; BAR



Abstract

Toxoplasma gondii, like Plasmodium falciparum are belong to the Apicomplexan
phylum. This group of parasites have as a common denominator, three apical
organelles: rhoptries, micronemes and dense granules containing the essential factors
for recognition, entry and survival into the host cell. The Toxoplasma gondii Sortilin-
Like Receptor (TQSORTLR), is essential for the biogenesis of apical secretory
organelles rhoptries and micronemes (Sloves et al., 2012). The C-terminal tail of
TgSORTLR specifically binds to TgVps26 and TgVps35 proteins, two components of
a pentameric complex called retromer (RC), and known to play an essential role in
retrograde transport in yeast and mammals. We now report the first retromer-trafficking
interactome in T. gondii and other apicomplexan parasites. In contrast to yeast and
mammals, T. gondii RC harbors a singular architecture typified by a Vps35-Vps26-
Vps29 trimer complex and the absence of the dimer of sorting nexins. Rather, we
identified several known endosomal-like compartment (ELC) proteins and unrelated
parasite-specific proteins. The conditional ablation of TgVps35 demonstrates that the
Retromer complex is not only crucial for the biogenesis of rhoptries, micronemes and
dense granules but also for maintaining a proper parasite architecture and integrity.
We showed that the recycling of TJSORTLR between ELC and Trans-Golgi Network
(TGN), is essential for proper protein trafficking to secretory organelles rhoptries and
micronemes. Furthermore, we will describe two novel parasite-specific proteins
TgHP12 and TgHPO3, whose functions are likely related to ELC and plasma
membrane. So we identified and characterized a chimeric protein TgHP25 with the
BAR and SBF2 domains, may be involved in the biogenesis of the organelle rhoptrie.
In short our work emphasizes the importance of protein recycling and involvement of

specific proteins in the maturation of organelles and integrity of the parasite.

Key word: T.gondii; Traffic; Retromer, Mass spectrometry; Endosome; Hypothetical
Protein; BAR
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BFA: Bréfeldine A

CI-M6PR : manose-6 phosphate récepteur
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DAPI: 4', 6-diamidino-2-phenylindole
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DPAP-A: dipeptidyl aminopeptidase A
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EDTA: Ethylenediaminetetraacetate
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EGTA: Ethylene Glycol Tetraacetic Acid
ELC: Endosomal-Like Compartment
ESCORT: Endosomal Sorting Complexes Required for Transport
GAP: Glideosome Associated Protein
GD: Granule Dense

GEF: Guanoside Exchange Factor
GFP: Green Fluorescent Protein

GLUT1: Glucose Transporter
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GST: Glutathion S-Transferase

GTP: Guanosine Triphosphate
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HFF: Human Fibroblast Foreskin

His: Histidine

HOPS: homotypic fusion and vacuole protein sorting
HP: Hypothetical Protein

IFN: Interferon

IgG/M: Immunoglobulin

IL : Interleukine

IMC/CMI : Inner Membran Complex/Complexe de Membrane Interne
IP: Immunoprécipitation

IRGs: Immunity Related Guanosine Triphosphatases
iKo: inducible Knock out

ME/EM: Microscope Electronique/ Electronic Microscope
MFS: major facilitator superfamily

MIC: Micronéme protein

MLC: Myosin Light Chain

MS/MS: Mass Spectrometry/Mass Spectrometry

MT: Microtubule

MTMRs: myotubularin-related proteins

MVB: Multivacuolar Bodies

MyoA: Myosin A

NFkB: Nuclear factor-kappa B

OMS: Organisation Mondiale de la Santé

PAF: Paraformaldehyde
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PAN: Plasminogen, apple, nematode

PBS: Phosphate-Buffered Saline

PCR: Polymerase Chain Reaction

pLIC: plasmid Linkage Independent Cloning

PMSF: Phenyl-methane- sulfonyl fluoride

PtdinsP: Phosphatidylinositol -phosphate

PVL: Plant Vacuole-Like

PX: Phox homology

RE/ER : Réticulum Endoplasmique/ Endoplasmic Reticulum
RON: Rhoptrie Neck protein

ROP: Rhoptrie protein

SAG: Surface Antigens

SBF2: Set Binding Factor 2

SIM: Structured Illumination Microscopy

SNARES: Soluble NSF Attachment Protein Receptors
SNF: N-ethylmaleimide sensitive fusion proteins

SNX: Sorting Nexin

SPM1: Sub-pelliculaire microtubule protein 1

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription
TGN: Trans-Golgi Network

TgSORTLR: Toxoplasma gondii Sortilin-Like Receptor
Th1: T helper cells

UPRT: Uracil Phosphoribosyl Transferase

VAC: Vacuolar Compartment

VARP: Vps29-domain Ankyrine Repeat Protein

VIH: Virus de 'lmmunodéficience Humain

VP/PV: Vacuole Parasitophore/ Parasitophorous Vacuole
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Chapitre 1 : Généralités sur les

Apicomplexes et Toxoplasma gondii

17



A. Les Apicomplexes et Toxoplasma gondii

I. Le phylum Apicomplexa

L’Embranchement des Apicomplexa partage le méme ancétre commun avec les
Dinoflagellés et les Ciliés (il y a 900 millions d’années) et forment ensemble des
Alveolata (Figure 1). Cet ensemble a une architecture pelliculaire constituée de trois
membranes sous-tendues par un réseau de microtubules (Patterson, 1999); (Fast et
al., 2002), (Vaidya and Mather, 2009). La répartition en sous-classe dans
'embranchement est fonction de ’ADN mitochondriale. Ainsi donc nous avons les
Gregarines, Coccidies, Haemosporidiens, Piroplasmes, Eugregarines et les
Cryptosporidium (Hoppenrath and Leander, 2009); (Vaidya and Mather, 2009).

Rhizara

Archanbadionia

Current Biology

Figure 1. Arbre phylogénétigue des six régnes des Eucaryotes, adapté de
(Simpson and Roger, 2004). La classification est basée sur les données de
phylogénétique moléculaire. La position de I'ancétre commun hypothétique est indiquée

par la fleche. Le groupe des Alveolates (encadré rouge).
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Les Apicomplexes renferment plusieurs agents responsables de maladies vétérinaire

et humaine telles que :

a. La babésiose

Aussi appelée fievre de Nantucket, trés présente en Amérique du Nord, elle
affecte les mammiferes sauvages et le bétail mais trés rarement 'lHomme. La
maladie est provoquée par un Bebesia (B. divergens, B. microti ou B.divergens)
par l'intermédiaire d’'une piqlre de tique (Ixodida). La physiopathologie de la
maladie se manifeste par une anémie hémolytique. Chez les bovins, I'espéece
impliquée semble généralement étre Babesia divergens qui peut affecter des
troupeaux entiers de bovins laitiers. Chez ’lHomme en Europe et aux USA les

patients les plus touchés sont porteurs d’une splectomie.

b. La coccidiose

La coccidiose est causée par des parasites du genre Eimeria, qui se loge dans
l'intestin des oiseaux, entraine des hémorragies, des pertes de poids qui peuvent

entrainer la mort. Ces parasites ont un fort impact sur I'économie de la filiére aviaire.

c. La cryptosporidiose

La cryptosporidiose est une maladie intestinale grave chez les bovins et les oiseaux
et peut étre transmissible a 'Homme par les animaux domestiques. La maladie est
causée par un parasite du genre Cryptosporidium dans les cellules épithéliales du
tube digestif. Les symptédmes chez 'Homme sont : diarrhée abondante, nausées,
douleurs abdominales et faible fievre. Le taux d’infection varie entre 0,6 % et 2 %
dans les pays industrialisés contre 4 % a 32 % de la population dans les pays en

développement.
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d. Le paludisme

Le paludisme, aussi appelé malaria (du latin mal ‘aria, « mauvais air »), est une
maladie infectieuse due a l'infection par un parasite du genre Plasmodium, propagée
par la pigdre du moustique femelle du genre Anophéle. L’Homme est I'héte
intermédiaire du parasite chez lequel se déroule la phase asexuée de son cycle. Au
cours de cette phase le parasite infecte tout d’abord les cellules hépatiques ensuite
érythrocytaires, entrainant leur lyse. La maladie se manifeste par des douleurs
musculaires, maux de téte, forte fievre et anémie pouvant entrainer la mort du patient.
Il existe plusieurs especes de Plasmodium pouvant infecter ’'Homme: Plasmodium
vivax, malariae, ovale et falciparum qui peuvent infecter ’lHomme. Le falciparum est
responsable de 80% des infections et de 90% des déces dans le monde. Selon TOMS
en 2013 sur 198 millions de personnes infectées, le paludisme a été a l'origine de 584
000 déceés (avec une marge d’incertitude comprise entre 367 000 et 755 000), pour la
plupart parmi les enfants africains. Des solutions médicamenteuses existent car le
paludisme est une maladie dont on guérit lorsque la prise en charge hospitaliere est

rapide.

ll. Toxoplasma gondii

En 1908 Simultanément, Charles Nicolle et Louis Herbert Manceaux de ['Institut
Pasteur de Tunis et Alfonso Splendore a Sao Paulo au Brésil décrivent pour la
premiere fois le parasite Toxoplasma gondii. Pour les premiers le parasite fut isolé lors
d’'une épidémie en laboratoire sur un rongeur sauvage dAfrique du Nord
le Ctenodactylus gundi. Pour le second sur des lapins morts en laboratoire.
Toxoplasma gondii vient de « Toxoplasma » des termes grec toxon « arc » et plasma
« forme ». De nouvelles espéces de ce méme parasite vont étre décrites chez
différentes especes animales dont ’'Homme. Darling I'isole chez 'Homme en 1909,
Janku en 1923 dans des kystes rétiniens d'un enfant hydrocéphale. En 1937, premier
cas de toxoplasmose congénitale humaine (encéphalomyélite chez un nouveau-né)
par Wolf et Gowen. Ce n’est qu’en 1939 que Sabin et Olitsky apportent la preuve que
toutes ces espéces correspondent a une seule et méme espece Toxoplasma gondii.

lls décrivent la symptomatologie de la toxoplasmose humaine, et émettent I’hypothése
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selon laquelle la différence de virulence est due aux différentes souches et au mode
de contamination. Entre 1940 et 1942, les premiers cas mortels chez un Homme adulte
sont référencés (Pinkerton et Weinman 1940 ; Sabin 1942). Sabin et Feldman mettent
au point en 1948 le premier test immunologique (Dye test), qui permet le diagnostic
sérologique de la maladie. Le cycle biologique sera finalement établit vers la fin des
années 1960 par Hutchison et Work d’'une part en 1965, et d’autre par Frenkel et
Dubey en 1969.

La classification de Toxoplasma gondii est la suivante :
Phylum : Apicomplexa ; Levine 1970

Classe : Sporozoea ; Leukart, 1879

Sous-classe : Coccidia ; Leukart, 1879

Ordre : Eucoccidia ; Leger et Dubosc, 1910
Sous-ordre : Eimeriina ; Leger, 1911

Famille : Sarcocystidae

Genre : Toxoplasma ; Nicolle et Manceaux, 1909
Espéce : gondii ; Nicolle et Manceaux, 1908

La plupart des souches de Toxoplasma gondii isolées en Europe et Amérique du Nord
appartiennent a trois grandes lignées clonales ; Type |, Type Il et Type lll. Cependant
d’autres lignées Atypiques (VAND, RAY, WTD3, GUY-KOE, P89, CASTELLS et
COUGAR) ont été isolées en Afrique du Sud et en Amérique du Sud. Des croisements
entre type |, Il and Ill ont montré que la différence dans la virulence de ces types chez
la souris peut s’expliquer par la combinaison allélique des genes ropl18 et rop5 (Melo
etal., 2011). Ces genes sont responsables de l'inhibition des GTPases (IRGs) induites
par 'IFNx. La différence allélique des genes ropl6 et gral5 est responsable de
linhibition (Type | et Ill) ou I'activation (Type Il) des voies de signalisations STAT et
NFkB (Melo et al., 2011). La souche de type | est trés virulente et entraine rapidement
la mort de 'animal, alors que les souches de type Il et Il sont plutdt kystogéniques et
conduisent vers une infection chronique dans le cerveau et les muscles de I'animal
infecté. Toutes les souches sont cultivées en laboratoire, celle pour laquelle nous

disposons le plus d’outils génétiques est la souche RH (type I).

21



B. Le cycle de vie de Toxoplasma gondii

Le cycle de vie de T. gondii est trés complexe comprenant une phase asexuée se
déroulant chez un héte intermédiaire ('Homme ou tout autre mammifére) et une phase
sexuée chez I'héte définitif le chat (de la famille des Felidae). Au cours de ces phases,
le parasite passe par différentes formes sporozoite, tachyzoite et bradyzoite chez

I'héte intermédiaire ; mérozoite (schizonte), gamonte et oocyste chez I'hote définitif.

|. La phase sexuée

La phase sexuée se déroule dans les cellules épithéliales du tube digestif de I'héte
intermédiaire. Apres ingestion de kystes toxoplasmiques lors d’'un repas, la paroi
kystique est digérée et libere les bradyzoites dans la lumiére intestinale. Cette forme
infecte trés rapidement les cellules épithéliales et rentre dans un cycle de plusieurs
divisions asexuées appelées schizogonie. Les schizontes résultant de ces divisions
vont ensuite lysés les cellules et liberent les mérozoites. Les mérozoites vont ensuite
se différencier en gamétocytes méale et femelle, aprés fécondation le zygote se
transforme en oocyste. Cette derniére forme tres résistante est larguée dans le milieu
extérieur lors des défécations de I'hote définitif. Lorsque cette forme est ingérée par
'héte intermédiaire, cela conduit a une sporulation et a la libération de sporozoites

infectants (Figure 2).
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ll. La phase asexuée

En général I'héte intermédiaire se contamine par lintermédiaire de la chaine
alimentaire. Dans le tube digestif 'oocyste ingéré sporule et libere les sporozoites qui
vont se transformer en tachyzoites, la forme virulente du parasite capable d’infecter
tout type cellulaire nucléé. La dissémination rapide des tachyzoites dans I'organisme
provoque une réponse immunitaire permettant d’éliminer une forte proportion des
parasites. Cependant sous la pression du systeme immunitaire, une partie des
tachyzoites se différencient en bradyzoites et s’enkystent dans les cellules
musculaires et du systéme nerveux central ; ceci constitue la phase chronique de la
maladie. Le bradyzoite peut étre réactivé et se différencier en tachyzoite lorsque le
systéme immunitaire de I'héte est affaiblit. Cette réactivation entraine des dommages
tres graves au niveau des tissus nerveux pouvant entrainer des séquelles irréversibles

ou la mort du patient (Figure 2).

23



Mergony Male e

=)
gamete @ 1/” \*—»».
Gut Oocyst '~| \
Dcve opmg
fetus
]
Cysts (containing
bradyzoites)
Oocyst = [
Pt Food- or water-
sheddmg_ é}% : borne transmission
Cl?ronic infection ‘
U lated Stage ; f’ B )
: e conversion | : ©
Tachyzoutes -!r
; i
Zfﬁ“ B ” J
5 :
:}_(7% ‘ \\ L

Sporulated oocyst

Kk Environmental transmission| j

Nature Reviews | Microbiology

Figure 2: Cycle de vie de Toxoplasma gondii, adapté de (Nature reviews
Microbiologie). A l'intérieure de la paroi intestinale du chat, le gamétocyte male et
femelle fusionnent pour donner un oocyste non sporulé qui est rejeté lors des
défécations de I'animal. Dans I'environnement extérieur, 'oocyste peut étre ingéré par
une souris, au sein de laquelle 'oocyste va rapidement sporuler en sporozoites, qui
vont ensuite donner des tachyzoites tres invasifs. Les tachyzoites vont provoquer
l'infection aigué chez la souris, et sous la pression du systéme immunitaire il y’aura
une conversion des tachyzoites en bradyzoites qui vont s’enkyster dans le cerveau et
les muscles ; c’est la phase chronique. Le chat peut se contaminer en ingérant une
souris déja contaminée. Dans le milieu extérieur les oocystes peuvent contaminer
'eau, les végétaux de culture et les animaux domestiques. C’est a travers ses aliments

ou le contact direct avec les déjections du chat que ’'Homme se contamine.
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C. Latoxoplasmose

. Modes de contamination

La toxoplasmose est une infection parasitaire trés répandue dans le monde, on estime
gue un tiers de la population mondiale est infectée par T. gondii. En général ’'Homme
peut étre infecté par deux principales voies ; par la chaine alimentaire ou transmission

horizontale et transplacentaire.

Les aliments contaminés par des oocystes présents dans les déjections
d’animaux infectés, ou le kyste toxoplasmique dans la viande mal cuite sont autant de
voies de transmissions horizontales. Les oocystes sont trés résistants dans le milieu
extérieur ; ils peuvent trés facilement contaminés les sols et I'eau. Les herbivores
(mouton cabri..), porc, s’infectent par I'ingestion d’herbes. Le parasite va ensuite se
retrouver dans la viande de ces animaux. L'Homme peut étre contaminé par la
consommation de viande mal cuite contenant des kystes, par consommation d’eau
contaminée ou de produits frais mal lavés (fruits, Iégumes) ou directement a travers le
contact avec les déjections du chat contaminé. Ce dernier mode de contamination en

France est le plus rependu.

La transmission transplacentaire est la transmission au feetus de tachyzoites
qui ont pu traverser la barriére placentaire. Elle survient au cours de la grossesse entre
le 13 et 36 mois. Les tachyzoites alors présents chez la mére infectée sont capables
de traverser la barriere placentaire et infecter le foetus dépourvu de systéme

immunitaire propre.

Il. La prévalence

La prévalence est variable d’'un continent a l'autre. Tres forte en Europe de I'Ouest (50
a 70%), moyenne en Europe du Sud et en Afrique humide (20 a 50%), faible en Europe
du Nord (30%) et rare en Asie et en Amérique (McQuillan et al., 2004); (Jones et al.,
2003). En France pres de 45% des adultes ont déja été infectés durant 'adolescence
ou I'enfance ; 200 000 a 300 000 nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année.
Depuis les années 1980 le nombre des cas diminues progressivement grace aux

mesures de préventions prises par I'Institut de Veille Sanitaire (AFSSA, 2005).
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lll. L’infection et la réponse immunitaire

a. L’infection

L’infection par T. gondii peut se décomposer en deux phases : une phase aigué
au cours de laquelle les tachyzoites se disséminent rapidement dans les
organes cibles tels que les muscles, le cceur et les poumons. Le parasite utilise
ensuite de maniere passive les cellules du systeme immunitaire pour atteindre
le cerveau. Sous la pression du systéme immunitaire se déclenche la seconde
phase dite chronique durant laquelle les bradyzoites vont s’enkyster dans les
cellules du systeme nerveux central. La maladie est trés souvent bénigne et les
symptémes dans 10 a 20% des cas se manifestent par des faibles céphalées,
maux de gorge, malaise, fievre, et éruptions cutanées. Des symptdomes plus
séveres peuvent donner lieu & des myosites, myocardites, pneumopathies ou
encore dans de rares cas des signes neurologiques. Lorsque le systeme
immunitaire du patient est compromis ou absent il est possible d’avoir des

complications si la prise en charge n’est pas rapide.

(1) Chez le feetus et le nouveau-né. Les manifestations cliniques de la
toxoplasmose congénitale sont séveres avant la 26eme semaine de
grossesse (Dunn et al., 1999). En I'absence d’'un systéme immunitaire
mature, le parasite traverse la barriére placentaire et infecte le systéme
nerveux central avec des signes non spécifiques incluant hydrocéphalie,
retard mental, calcification intracranienne, choriorétinite, ictere et parfois une
atteinte de tous les organes. Dans certains cas l'infection peut provoquer
'avortement du feetus.

(2) Les patients immunodéprimés, suite a un traitement
immunosuppresseur (dans le cas d’'une greffe d’organe) ou atteint par le
VIH ; déclarent la toxoplasmose encéphalite due a une réactivation des
kystes initialement présent dans le cerveau. Les bradyzoites se différencient
en tachyzoites, se multiplient et cause des Iésions grave dans le systéeme
nerveux central. L’infection peut aussi conduire a une toxoplasmose

oculaire.
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(3) La toxoplasmose oculaire. Elle se manifeste par la présence de
flotteurs dans le liquide de I'ceil et d’'une diminution de I|'acuité
visuel. L’infection du segment supérieur de I'ceil, provoque des rougeurs,
photophobie et douleurs. Il y’a alors une Iésion active de la rétine qui devient
crémeuse en apparence. La rétinite peut s’étendre a toutes les couches de
la rétine et de la choroide (Nussenblatt and Belfort, 1994) conduisant a une
cataracte, un glaucome et méme atteindre I'iris (Westfall et al., 2005). Chez
les patients immunocompétents, I'inflammation de la rétine peut se résorber
au bout de deux semaines, et conduire a une hyperpigmentation de I'ceil due

a la migration de pigments des cellules épithéliales de la rétine.

b. La réponse immunitaire

(1)) L’immunité innée : T. gondii induit une réponse de type Thl chez la
souris, caractéristique de la production de IL-12 et IFN-y essentiel pour le
contréle de linfection (Butcher et al., 2001); (Reichmann et al., 2001). Une
large variété d’effecteurs incluant les macrophages, les cellules dendritiques
et les neutrophiles sont impliqués dans la production d’'IL-12 (Reichmann et
al., 2001). Un haut niveau d’'IFN-y est nécessaire aussi bien pour la phase
aigué que chronique de l'infection (Yap and Sher, 1999). La production d’IL-
12 et l'activation d’IFN-y jouent différents roles et contribuent a combattre
'infection (Mordue and Sibley, 2003); (Robben et al., 2005). Ces
mécanismes immunitaires conduisent a la différenciation des tachyzoites en
bradyzoites et leur enkystement dans les muscles et le cerveau, au début

de la phase chronique.

(2) L’immunité adaptative : Les lymphocytes B et les anticorps (IgM et
d’IgG) ont été montrés comme essentiels a la réponse immunitaire contre T.
gondii (Frenkel and Taylor, 1982) ; (Grimwood and Smith, 1992) ; (Hauser
and Remington, 1981) ; (Couper et al., 2005). Les souris déficientes en
lymphocytes B, apres une injection intraoculaire de parasites, développent
une inflammation oculaire contrairement a la souris sauvage (King et al.,
2000). A long terme 'immunité est dépendante des lymphocytes CD4+ et
CD8+ (Brown and McLeod, 1990) ; (Gazzinelli et al., 1991).
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V. Diagnostique et traitement de la maladie

a. Le diagnostique

Au moyen de prélévement sanguin veineux et du suivie des IgG et IgM, il est
possible de déterminer le statut de séropositivité et de connaitre la période de
l'infection. Lors d’une infection la production d’IgM anti-Toxoplasma se déclenche
en premier, suivie d’lgG qui va ensuite persister longtemps a un taux relativement
bas et stable. La présence d’un taux bas et stable d'IgG et 'absence d’IgM va par

exemple indiquer une infection datant d’au moins 2 moins chez le patient.

(1) Chez la femme enceinte, le diagnostic sérologique systématique est
réalisé en France, afin de déterminer dés les premiers mois de la grossesse
le statut sérologique de la femme. Le temps de l'infection est essentiel pour
savoir si le foetus est atteint ou pas. Lorsqu’une séroconversion est détectée

chez la meére, le traitement est immédiatement mis en place.

(2) Chez le feetus. Le diagnostic prénatal est fait par I'échographie
directement suivi par un examen du liquide amniotique. L’échographie
permet de détecter les défauts cités plus haut. De maniere empirique
lorsque la sérologie de la mere est positive, 'amniocentése est trés souvent
réalisée apres la 18eme semaine. La PCR sur le liqguide amniotique permet
de révéler la présence du parasite. Le diagnostic postnatal est plus facile
gu’in utero, avec plus d’accessibilité aux échantillons comme le cordon
ombilical, le placenta et le sérum. Ce diagnostic est aussi important pour
déterminer un traitement, permettant d’éviter d’éventuels Iésions oculaires

plus tard dans la vie du bébé (Kodjikian et al., 2006).

(3) Latoxoplasmose oculaire. Le diagnostic se fait par observation de I'ceil
permettant de voir tres rapidement les manifestations cliniques décrites plus
haut. Et prélévement d’humeur aqueuse, puis détection d’anticorps anti-

toxoplasme.
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b. Le traitement

Les traitements actuels sont faits sur la base de tests in vitro et chez des modeles
murins et les expériences des praticiens dans le traitement de la toxoplasmose. La
thérapeutique standard est une combinaison synergique de deux molécules
pyriméthamine et sulfonamide. La premiére est un inhibiteur de la dihydrofolate
réductase et la seconde un inhibiteur de I'acide dihydrofolique synthase impliqué

dans le métabolisme de I'acide folique.

V. Conclusion

Il existe plusieurs types de T. gondii avec des niveaux de virulence plus ou moins forts,
causant différents genres de toxoplasmose. La maladie est tres présente dans la
population mondiale et crée de sérieux problemes de santé publique aussi bien dans
les pays développés que dans les moins avancés. L’impact est aussi important dans
la filiere agricole, car le parasite est capable d’infecter de hombreuses espéces de
bovins et d’ovins. Les traitements administrés sont efficaces si la prise en charge du
patient est rapide. Cependant, depuis plusieurs années nous assistons a I'’émergence
de nouvelles souches résistantes aux traitements classiques. Ce phénomeéne n’est pas
propre seulement a T. gondii, d’autres Apicomplexes tels que P. falciparum, aussi
développent de telles résistances. Il est donc nécessaire de développer de nouvelles

drogues ou des vaccins efficaces pour lutter contre ces maladies.

Notre laboratoire travail sur la forme tachyzoite du parasite de type 1. Nous disposons
de souches modifiées permettant plus facilement de faire des modifications génétiques
et d’étudier in vitro et in vivo les phénotypes. Dans un premier temps nous nous
intéresserons a la biologie du parasite au sein de la cellule héte, et dans un second
temps au trafic vésiculaire au sein du parasite en nous basant sur des comparaisons
entre Apicomplexes (T. gondii en particulier) et les cellules mammiféres et S.

cerevisiae.
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Chapitre 2 : Contexte scientifique
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A. Ultrastructure, invasion et développement du
parasite au sein de la cellule hote

|. Ultrastructure du tachyzoite

La forme tachyzoite du parasite est la forme la plus étudiée chez T. gondii, facile a
cultiver et donne de trés nombreux parasites in vivo comme in vitro. Le parasite
présente une forme typique de croissant d’environ 2 ym de large sur 7 um, plus effilé

sur le pole antérieur que postérieur (Figure 3).

Micronéme
Rhoptrie
Dense granule

Pellicule

Golgi
Mitochondrie
Apicoplaste
Noyau

Réticulum
endoplasmique

Figure 3: Ultrastructure du tachyzoite de Toxoplasma gondii, adapté de (Dubey et al.,
1998) et (Baum et al., 2006). A droite image de microscopie électronique d’un tachyzoite
intracellulaire; Co : conoide ; Mn : micronéme ; PV : vacuole parasitophore ; Rh : rhoptrie ;
Go : Golgi ; No : nucléole ; Nu : noyau ; Lb : corps lipidique ; Dg : granules denses ; Am :
amylopectine. A gauche : Schéma d’un tachyzoite avec les principaux organites. La pellicule

est constituée de la membrane plasmique et du complexe membranaire interne.
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a. La pellicule

Le parasite est entouré de trois couches de membranes appelées pellicule :

(1) La membrane plasmique externe, une bicouche lipidigue avec des
ancrages GPI (Glycosyl-phosphatidylinositol) de glycoprotéines SAG (Surface
Anti-gene) (Tomavo et al., 1989) ; (de Macedo et al., 2003). Ces protéines sont
impliquée dans le processus d’attachement a la membrane de la cellule héte
(Mineo and Kasper, 1994), et la modulation de la réponse immunitaire de I'héte
(Manger et al., 1998) ; (Dzierszinski et al., 2000) ; (Lekutis et al., 2001) ; (He et
al., 2002).

(2) Le Complexe Membranaire Interne (IMC ou «inner membran
complex») deux unités de membranes distantes de 15 nm, formées par la
fusion de saccules provenant des membranes du réticulum endoplasmique ER
du Golgi (Vivier and Petitprez, 1969). Du péle apical au pble basal I'IMC
présente une structure discontinue, son organisation détaillée a été résolue au
microscope électronique (Morrissette et al., 1997) ; (Porchet and Torpier, 1977).
L’IMC joue un rble central dans le processus de formation des cellules filles (Hu,
2008) ; (Sheffield and Melton, 1968). La face externe de I'lMC sert d’ancrage
au complexe moteur actine-myosine (Glidéosome : Actine, MyoA, MLC,
GAP45, GAP50) essentiel a la motilité et linvasion (Dobrowolski et al.,
1997); (Frénal et al., 2010); (Ménard, 2001), alors que la face interne est
intimement liée au cytosquelette sub-pelliculaire de microtubules et
alveolines (Mann and Beckers, 2001); (Morrissette et al., 1997); (Nichols and
Chiappino, 1987) (Figure 4).

b. Le cytosquelette

Le cytosquelette est formé de 22 microtubules (MT) en spirale d’'un diamétre de 22
nm, recouvrant les 2/3 de la longueur du parasite (Nichols and Chiappino, 1987).
Les pbles négatifs des MT sont ancrés au centre organisateur des microtubules
(COMT) aussi appelé anneau apical. La polymérisation des MT se fait du pdle
apical vers le pole basal du parasite (Cyrklaff et al., 2007); (Nichols and Chiappino,
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1987); (Russell and Burns, 1984). Le cytosquelette est trés stable et confere la
forme au parasite. Cette stabilité est due aussi a la présence de protéines
associées aux microtubules (PAM) (Morrissette et al.,, 1997); (Morrissette and
Sibley, 2002), telle que la protéines décrite récemment  sub-pelliculaire
microtubule protéine 1 (SPM1) (Tran et al., 2010). Les MT forment une structure
en sac spiralé appelée conoide, localisé au pdle apical exclusivement composé de
tubuline-a. Enfin deux courts MT intra conoidal servent a la sécrétion des protéines
de sécrétion a partir du péle apical durant le processus d’invasion (Carruthers and
Sibley, 1997); (Nichols and Chiappino, 1987) (Figure 4).
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et

sub-pellicular microtubules  pellicle

Figure 4: Schéma de la structure du cytosquelette de T. gondii, adapté de
(Brooke Anderson-White et al., 2012). (A) sous-jacente a la membrane plasmique,
les vésicules alvéolaires (en jaune). Une bande de vésicules alvéolaires forment une
cape autour de l'apex du parasite et trois autres bandes de formes rectangulaires
allongées sont en dessous de cette cape. Différentes protéines sont spécifiques des
différentes régions alvéolaires. (B) Représentation du cytosquelette composé de 22
microtubule sub-pelliculaire. On peut aussi voir la structure spiralée du conoide avec
les différentes protéines présentent. (C) Représentation des protéines IPMs liées aux

alveolines. (D) Représentation de protéines de I'lMC.

34



a. Les organites classiques

Comme pour la plupart des cellules Eucaryotes, T. gondii posséde un noyau avec
une position basale ou centrale contenant un génome haploide de 61,1 Mb reparti
sur 14 chromosomes. L’enveloppe nucléaire est en continuité avec le réticulum
endoplasmique (RE) qui s’étend dans le cytoplasme du tachyzoite. Au-dessus de
la face supérieure du noyau, le Golgi composé d’une seule citerne aplatie pour le
cis-Golgi ; médian-Golgi et Trans-Golgi (Pelletier et al., 2002). Le parasite dispose
de plusieurs mitochondries, de localisation et de taille variable disposant d’'un ADN
mitochondrial. Un organite appelé apicoplaste spécifigue des Apicomplexes,
dérivant des plantes, disposant également d’ADN. Il a été montré comme essentiel

a la survie du parasite (He et al., 2001).

b. Les organites spécifiques

En plus de ces organites communs aux Eucaryotes, T. gondii posséde des
organites spécifigues aux Apicomplexes ; Micronemes, Rhoptries et Granules

Denses.

(1) Les micronémes sont de petites tiges (250 x 50 nm) plus localisées dans la
zone apicale derriere le conoide. Le nhombre de micronemes est trés variable,
d’'une espéce a une autre, d'un stade parasitaire, ou de I'état de motilité du
parasite ; chez le tachyzoite on en trouve entre 50 et 100. La sécrétion du
contenu des micronemes est augmentée lorsque le parasite est en contact avec
la membrane cytoplasmique de la cellule héte (Carruthers and Sibley, 1997). II
a été montré que l'inhibition chimique de cette sécrétion affecte trés fortement
linvasion des cellules hoétes (Carruthers et al., 1999). Le contenu des
micromeénes a été déterminé par différentes approches (Soldati et al., 2001) ;
(Tomley and Soldati, 2001), plus récemment par protéomique avec des
gradients de purification d’organelles et de protéines excrétées (Bromley et al.,
2003). La majorité des protéines de micronemes sont des protéines avec de
multiple domaines d’adhésines pouvant étre classées en : Thrombospondin-1

type 1 domaine (TSR), Domaine d’insertion Intégrine, domaine PAN
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(plasminogen, apple, nematode), EGF domaine, et Domaine Lectine
(Carruthers and Tomley, 2008) . Il a été démontré que le trafic des protéines de
micronemes suit deux voies différentes aboutissant & deux populations
distinctes d’organites micronémes. La ségrégation de ces deux voies s’opére
au niveau du compartiment endosomale et est assurée par les protéines Rab5A
et Rab5C (Kremer et al., 2013).

(2) Les rhoptries au nombre de 6 ou 12, sont des bulbes allongés s’étendant a
partir du conoide jusqu’au noyau. En partant du conoide, ils présentent une
longue partie étroite « neck » de 2,5 nm contenant les protéines RONs et une
région bulbaire postérieur de 0,25 x 1 um contenant les ROPs (Bradley et al.,
2005). Le fractionnement cellulaire a permis l'identification de plus de 30
protéines de rhoptries (Leriche and Dubremetz, 1991); (Bradley et al., 2005), et
des études préliminaires ont démontré la présence de lipides (Foussard et al.,
1991). Les RONSs et les ROPs sont spécifiques des Apicomplexes, certaines
avec de faibles homologies avec des protéines d’Eucaryotes supérieurs. Ces
protéines sont essentiellement des homologues de kinases, phosphatases et
de protéases. Leurs réles dans le processus d’invasion, lors de mise en place
de la jonction mobile, la formation de la vacuole parasitophore et la modulation
de la cellule héte ont été clairement démontrés (Bradley and Sibley, 2007). La
biogenése de cet organite dérive de la maturation de pré-organites (pré-
rhoptrie) eux-mémes issus de la vésiculation du Golgi. Les fonctions de certains
composants de la machinerie du trafic endo-lysosomale sont associées a la
biogenése de 'organite, laissant penser que cet organite de sécrétion dériverait

du lysosome (Ngo et al., 2004).

(3) Les granules denses, ainsi appelées a cause de leur apparence en
microscopie électronique (ME), ont une structure dense de microsphére d’'un
diametre approximatif de 200 nm dispersée dans la cellule. Le contenu total de
cet organite de sécrétion n’est pas encore connu. Néanmoins, différentes
études ont permis I'identification et la caractérisation d’au moins 16 protéines
GRA (Mercier et al., 2005), ne présentant aucune homologie avec des protéines
connues. Les protéines GRA sont essentielles a la maturation de la vacuole

parasitophore (VP), le transport de molécules a travers celle-ci, et a la
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modulation des genes de la cellule hote (Persat et al., 2012) ; (Cesbron-Delauw
et al., 2008) ; (Gold et al., 2015). Aujourd’hui la question se pose si il existe
plusieurs populations différentes de protéines GRA (Mercier and Cesbron-
Delauw, 2015). La grande majorité des protéines de granules denses
possedent un motif en position N-terminale clivé tres tét lors du transport a
travers le RE. Des études ont montrées que chez P. falciparum que certaines
protéines GRA exportées dans I'érythrocyte possédent un motif PEXEL/VTS
(Hiller et al., 2004) ; (Sargeant et al., 2006). Cependant, chez T. gondii la
mutation de ce site montre qu’il n’est pas essentiel a 'exportation dans la cellule
héte (Hsiao et al., 2013). Un autre motif RRLAE conservé chez les deux
Apicomplexes est clivé par une protéase TgASP5, et est essentiel a
'exportation de GRA16 et GRA24 dans le noyau de la cellule héte (Curt-
Varesano et al., 2015) (Figure 5). Toutefois, peu de choses sont connues sur le
trafic et la formations des granules denses, et aucune granule dense immature

n’a été observée a nos jours.
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GRAZ (185 aa, 19.8 kDa [
Ghad(2z0aa 2387koe) I K ]

GRad (34503 3633k0e) [ L]
shas 120aa 1z3k0s) I

GRAG (22423 2330kpa) [ JIL_]

GRAT (236 aa, 2591 kDa) D:.]

GRAf (26933 2862k0s) [ L]

GRA9 (31833 3533k0a) [ ]

GRALO (894 aa, 9422 kDa) | |

GRALZ (436 aa 4792kDa) | ]
GRALZ bis (419 aa, 46.63 kDa) [ ] .- |
GRAL4 (408 a3 44.71kDa) | . |

GRALS (55033 5785 k0e) L _IOI |
crasisosaasarrace) T M M WTT T

GRAZD (413 aa, 45.19 kDa) I
I

[
GRAZ1 (501 aa, 55.45 kDa) [ I ]
GRAZZ (629 aa 6863 k0m) [ || ]
GRAZ3(219aa, 2415k0a) [ [ ]
GRAZ4 (54223 5733k0s) DL ]
GRAZS (31523 3a73k0a) [N || |

Figure 5: Représentation schématique des motifs peptidiques des protéines de
Denses granules, adapté de (Mercier and Cesbron-Delauw, 2015). (En gris) le peptide
signal ; (en beige) Ca2+-binding EF hand ; (en rose) le motif PEXEL ; (en violet) hélix alpha
hydrophobe ; (en marron) le motif RRLAE de localisation au noyau de la cellule héte ; (en

bleu) hélix alpha amphi phatique.
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a. L’'invasion

(1) L’attachement aux récepteurs de la membrane plasmique externe de
la cellule héte, fait intervenir le rdle fonctionnel des protéines de
micronéemes. La plupart de ces protéines possédent un domaine
extracellulaire et adhésine. MIC2 est capable de lier des protéoglycannes
héparines sulfates et la protéine ICAM-1 (Harper et al., 2004) ; (Barragan
et al., 2005). La protéine MIC1 reconnait et interagit avec les résidus
d’acides sialiques grace au domaine lectine (Blumenschein et al., 2007).
Certaines protéines MICs, forment des complexes tels que TgMIC3/TgMIC8
et interagissant avec du N-acétyle-glucosamine (Céréde et al., 2005) ;
(Cérede et al., 2002) (Figure 6).

(2) La réorientation. Aprés avoir établi le premier contact avec la
cellule hote, le parasite va ensuite réorienter son pdle apical vers la
membrane plasmique de la cellule héte. Cette réorientation met en jeu le
complexe moteur actine-myosine. Les protéines de micronemes agissent
pour la formation du complexe sous-membranaire « glidéosome », donnant
la force nécessaire a la pénétration a travers la membrane plasmique de
'héte (Kappe et al., 1999) ; (Jewett and Sibley, 2003) (Figure 6).

(3) La formation de la jonction mobile (JM), un élément clé dans le
processus d’invasion. Elle permet la pénétration du parasite au sein du
cytoplasme de la cellule héte. La caractérisation de sa composition a été
établie par immunoprécipitation ; elle comprend les protéines du « neck »
rhoptrie RON2, RON4, RON5 and RON8 (Alexander et al., 2005); (Lebrun
et al., 2005); (Besteiro et al., 2009); (Straub et al., 2009) qui sont secrétées
et forment 'anneau de la JM. L’antigéne majeur des micronémes, AMA1 est
présent dans la JM (Alexander et al., 2005). La formation de la JM nécessite
une synergie des protéines de sécrétion RONs/AMAL (Besteiro et al., 2009).
Il a été recemment montré que durant cette étape, le parasite sécrete des
protéines du bulbe des rhoptries et des granules denses. Ces protéines vont
s’ancrer dans la vacuole parasitophore naissante ou dans le cytoplasme de

la cellule héte et modulent sa réponse immunitaire (Figure 6).
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parasite MG , \ ‘myosm

Figure 6: Schéma du processus d'invasion de la cellule héte, adapté de (Shen and
Sibley, 2012). (1) Attachement a la membrane plasmique de la cellule héte; (2)
Réorientation du parasite et sécrétion des protéines du « neck » des rhoptries et des
micronémes AMA1/MIC, permettant l'initiation de la jonction mobile. A ce stade certaine
protéines du bulbe des rhoptries sont directement secrétées dans le cytoplasme de la cellule
héte pour la modulation de ses réponses ; (3) Mise en place de la jonction mobile permettant
la pénétration du parasite dans la cellule hote avec formation d’'une vacuole parasitophore.
Entre I'IMC et la membrane plasmique se trouve le complexe moteur Glidéosome donnant
la force motrice de l'invasion. Ancrer a la membrane plasmique du parasite les protéines
AMAL/MIC en interaction avec les protéines RON qui sont elles-mémes ancrées a la

membrane plasmique de la cellule héte.
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(4) La vacuole parasitophore est la résultante de la membrane plasmique
de la cellule héte entourant le parasite aprés linvasion. C’est un
compartiment spacieux au sein duquel le parasite peut se diviser au centre
avec un espace vacuolaire (Magno et al., 2005). Tres rapidement cette
vacuole subit des modifications, permettant la survie du parasite au sein du
cytoplasme de I'héte. Les protéines telles que ROP18 ancrées vont
phosphoryler les IRG de la cellule héte, et inhibent l'activation de I'INF-y
(Fentress et al., 2010); (Steinfeldt et al., 2010). ROP16 phosphoryle STAT3
et STAT6 dans le cytoplasme et maintient leur activation (Ong et al., 2010) ;
(Yamamoto et al., 2009). Chez certaines souches exprimant GRA15, il a été
montré que cette protéine est responsable de I'activation de la voie NF-kB
et de la production d’'IL-12 (Rosowski et al., 2011). Un réseau sous-
membranaire se met en place grace aux protéines GRA (Magno et al.,
2005); (Lemgruber et al., 2008). La vacuole parasitophore va ainsi pouvoir
recruter certains organites de la cellule comme le RE et les mitochondries
(Magno et al., 2005) et constitue une membrane de passage de nutriments

pour le parasite (Gold et al., 2015).
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PVM:
MNN: ROP and GRA
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Figure 7 : Schéma de la vacuole parasitophore de T.gondii ; adapté de (Marie-
France Cesbron-Delauw et al., 2008). Les parasites résident a lintérieur de la
vacuole parasitophore limitée par la membrane de la vacuole parasitophore (PVM).
A l'intérieure de I'espace vacuolaire nous avons le réseau de nano tubules de la
membrane (MNN) composé de différentes protéines de granules denses. L’espace
vacuolaire contient aussi des inhibiteurs de serine protéase et NTPase. Les Hosts
rassemblant les extensions et les invaginations de la PVM contiennent des
microtubules de la cellule héte (hcMt). Les protéines de rhoptries (Rh) et de granules
denses (DG) sont secrétées dans I'espace vacuolaire, le MNN, les HOST la PVM et
dans le noyau de la cellule héte (hcN). DCG, dense core granules; ER, réticulum
endoplasmique du parasite; Ex, exonémes; FV, vacuole digestif; Go, appareil de
Golgi du parasite; hcER, hcGo, hcMi, réticulum endoplasmique, appareil de Golgi et

mitochondrie de la cellule héte; Mc, micronémes; N, noyau du parasite.
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b. La réplication au sein de la cellule hote

T. gondii utilise un mode de réplication appelé endodyogénie ; une simple
mitose suivie de 'assemblage des cellules filles a I'intérieur méme de la cellule
mere et cytokinése (Figure 8). Trés t6t, le centriole et 'appareil de Golgi se
scindent en deux. L’initiation de la cytokinése commence avant méme la fin de
la mitose, ce qui reflet la complexité de 'assemblage et le temps nécessaire a
son déroulement. Les cellules filles sont assemblées sur une charpente de MT
polarisés, elle-méme issue du cytosquelette et des composants
membranaires. Le pOle apical est défini par 'anneau apical d’'ou émerge le
COMT (Morrissette and Sibley, 2002) ; (Russell and Burns, 1984) ; (Dubremetz
and Torpier, 1978). L’assemblage des cellules filles dépend tres fortement de
la proximité du centrosome (Sheffield and Melton, 1968), essentiel au
positionnement du COMT et des composants membranaires. L’IMC se forme
a partir des bourgeonnements du Golgi (Agop-Nersesian et al., 2010) et
s’ancre au cytosquelette. La division du centrosome entraine celle de I'appareil
de Golgi (Hartmann et al., 2006). Les centrioles vont alors se diviser suite a la
migration du centrosome du parasite mere au péle basal du noyau (Nishi et al.,
2008). Les anneaux « TJMORNL1 » essentiels a la scission des cellules filles
(Anderson-White et al., 2012) commencent a s’éloigner du pdle apical pour se
diriger vers le pdle basal de la cellule mére. Les organites spécifiques
micronémes, rhoptries et granules denses sont de novo synthétisés et
positionnés sur chaque cellule fille (Sheffield and Melton, 1968) ; (Nishi et al.,
2008) ; (Ogino and Yoneda, 1966) (Bannister et al., 2000). Leur assemblage
est facilité par la polarisation des voies de sécrétions chez les Apicomplexes.
Les protéines des organites de sécrétion passent a travers le RE et I'appareil
de Golgi en formant les pré-rhoptries; ou directement les micronémes pour
lesquels des pré-micronémes n’ont jamais été identifiés jusqu’a ce jour (Shaw
et al., 1998) ; (Di Cristina et al., 2000). Ainsi donc les voies de sécrétions
classiques connues chez les mammiféres et S. cerevisiae sont essentielles a

la biogenese des organites spécifiques des Apicomplexes.
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Figure 8: Schéma de la réplication chez T.gondii, adapté de (Anderson-White et
al., 2014). La division se fait par endodyogénie. (A) maturation du parasite en G1. En
rouge les microtubules MT (conoide, la sous-pellicule et le pble apical), en jaune les
alveoli et en vert 'IMC. En marron les organites de sécrétion, les lignes bleu foncées
la mitochondrie, en violet I'apicoplaste, bleu le centrosome, en noir le Golgi, vert foncé
le RE, en gris le noyau, en rose le pole basal. (B) la mitose est initiée en 1.2N avec la
duplication du Golgi suivi de la duplication des centrosomes. (C) le bourgeonnement
est initié avec I'apparition des composants précoces du cytosquelette. (D) le spindle
pole se duplique et I'apicoplaste migre sous le centrosome, et s’allonge en méme
temps que le centrosome se sépare. (E) les organites commencent a se repartir
comme les filles bourgeonnent et s’allongent. (F) les filles bourgeonnent et se
rassemble et tous les organites sont repartis a I'exception de la mitochondrie. Les
organites de sécrétion et le cytosquelette de la mére se dégradent. (G) les filles
émergent et la membrane plasmique de la mére est incorporée. De la mére, il persiste

seulement que le corps résiduel basal.
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Il. Nécessité d’un trafic vésiculaire chez T. gondii

a. Lavoie antérograde

La voie antérograde chez les Eucaryotes supérieurs est la voie par laquelle, les
protéines néo-synthétisées sont acheminées du RE via le Golgi, vers la membrane
plasmique. Les mécanismes du trafic des protéines entre le RE et le Golgi des
mammiféres et des levures sont trés conservés chez T. gondii. Comme chez les
mammiféres, le traitement du parasite a la bréfeldine A (BFA) inhibe I'activation des
facteurs de ribosylation (ARF) 1 (Chardin and McCormick, 1999), essentielle au

maintien du Golgi, de I'enveloppe nucléaire et le RE.

(1) RE vers le Golgi : COPII un complexe cytosolique composé d’'une GTPase
Sarlp et de deux hétérodiméres Sec23p-Sec24p et Sec13p-Sec31p (Barlowe
et al.,, 1994). Les protéines néo-synthétisées, vont se retrouver dans des
vésiculations du RE, puis mantelé par le complexe COPII qui assure leur bon
adressage au compartiment golgien. Les protéines SNAREs (Soluble N-
éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor): v-SNARE
(vésicule) et t-SNARE (cible) sont impliquées dans la spécificité de fusion des
vésicules avec le compartiment cible. Le maintien du flot de membrane entre le
RE et le Golgi, nécessite un retour des composants membranaires. Ce
processus est assuré par le complexe COPIl composé d’une protéine ARF-GTP
pour I'association avec la membrane golgienne, et des protéines COPa ; 8 ;
B ;v;0;¢€; pour la formation du manteau sur la vésicule (Figure 9). Une
étude a montré que comme chez les mammiféres les motifs cytosoliques KKXX
et DXE, essentiels aux transports Golgi-RE par COPI et RE-Golgi par COPII
sont présents chez T. gondii. Cependant les motifs permettant le maintien des
protéines néo-synthétisées dans le RE difféerent chez le parasite (Hoppe and
Joiner, 2000).
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Figure 9:Tansport antérograde, adapté de (Judith Klumperman, 2000). (a) apres leurs
synthéses les protéines de sécrétion sortent du ER a partir d’éléments de transition libre de
ribosomes (TE), présents au centre (CER) et a la périphérie (pER) de la cellule. Pour les
protéines de sécrétion, la sortie peut se faire par paquet de bourgeonnements et
vésiculations grace au complexe COPII. (b) les vésicules COPII perdent ensuite leur
manteau, fusionnent et forment un groupe de vésicules tubulaires (VTCs). (c) Drainage des
régions lointaines du ER se produit a partir de TE périphériques fixes, relativement petites
PVCS. De ces PVCS, se forment des complexes de transport (TC) se déplacant le long des
microtubules jusqu’au cis-Golgi. (d) spécifiguement a partir des VTC mais aussi du Trans-
Golgi-network (TGN), les vésicules COPI se forment. Ce complexe est impliqué dans le

transport rétrograde et permet le recyclage des membranes entre I'ER et le Golgi.
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(2) Golgi vers les endosomes : Notre laboratoire a démontré que le récepteur
transmembranaire de typel, TgSORTLR (Toxoplasma gondii Sortilin-Like Receptor)
localisé au TGN (Trans-Golgi Network) est un facteur clé dans la sortie des protéines
de rhoptries et de micronémes vers les compartiments supérieurs. La TgSORTLR est
essentielle a la biogenese de deux des trois organites sécrétoires des Apicomplexes
(Sloves et al., 2012). En revanche, aucun mécanisme précis régissant la sortie des
protéines GRA vers les granules denses n’a été décrit de nos jours. La protéine DrpB
appartenant a une famille des dynamines est spécifique aux Alveolates. Elle est
essentielle au mécanisme de scission de veésicules adressées a la biogenese des
micronemes, rhoptries et granules denses (Breinich et al., 2009). La clathrine est un
complexe protéique cytosoliqgue formant un manteau autour des vésicules entre les
TGN et le compartiment endosomale (Liu et al., 1995) ; (Wang et al., 2013). L’unité
fonctionnelle est représentée par le trikélion formé par trois branches hexameriques.
Un gene CHC1 a été identifié chez T. gondii, et la protéine est exclusivement localisée
entre le TGN et les endosomes. Contrairement aux mammiféres, 'absence de
clathrine au niveau de la membrane pose la question de 'endocytose chez le parasite.
La clathrine par elle-méme est capable de s’associer aux membranes des vésicules.
Pour la spécificité d’adressage, la clathrine s’associe avec des protéines adaptatrices
AP1, AP2, respectivement au TGN et a la membrane plasmique chez les mammiféeres
(Hirst and Robinson, 1998). Cependant, de ces deux complexes seul AP1 est bien
conservé et localisé entre le TGN et 'ELC chez T. gondii (Nevin and Dacks, 2009)
(Tomavo et al., 2013). Le complexe AP3 retrouvé chez Plasmodium est exclusivement
au TGN et serai impliqué dans la biogenese dans organites apicaux (Fomovska et al.,
2012). AP4 et AP5 présent chez les mammiféres ne sont pas bien conservés chez les
Apicomplexes (Nevin and Dacks, 2009). Les protéines tels que les Endosomal Sorting
Complexes Required for Transport (ESCORT) sont elles aussi mal conservées dans
le phylum, néanmoins, on retrouve la sous-unité Vps4 des ESCORT Il chez P.
falciparum, localisée dans le MVB. Et lorsque le gene PfVps4 est introduit chez T.
gondii, la protéine se localise dans les endosomes précoces (Yang et al., 2004).

(3) Des Endosomes vers les organites apicaux : dans les compartiments
endosomaux, la plupart des protéines des micronemes et de rhoptries subissent une

maturation protéolytique. T. gondii posséde un compartiment acidique appelé VAC,
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qui pourrait étre homologue du lysosome chez les mammiféres. Le VAC contient des
protéases du type cathepsines intervenant dans la maturation des ROPs et des MICs.
Il existe donc chez T. gondii, une convergence entre les voies endocytiques et
exocytigues au sein du compartiment endosomale (Parussini et al., 2010). De plus la
microscopie €électronique révele la présence d’'un autre compartiment semblable a la
vacuole chez les plantes (Miranda et al., 2010) ; (Francia et al., 2011). La PVL, pour
« Plant Vacuol-like » contient des pyrophosphatases TgVP1, des cathepsines TgCPL,
des aquaporines TQAQPL. Les liens morphologiques et fonctionnels entre le VAC et
la PVL ne sont pas encore complétement démontrés. L’ensemble des compartiments
spécifiques VAC et PVL et des compartiments classiques endosomes précoces et
tardifs prend le nom d’ « Endosomal-Like Compartment ou ELC » chez T. gondii. Les
complexes endosomaux CORVET (class C core vacuole/endosome tethering) et
vacuolaire HOPS (homotypic fusion and vacuole protein sorting) (Nickerson et al.,
2009) ; (Peplowska et al., 2007), (Seals et al., 2000) sont essentiels pour la transition
des endosomes, la maturation des lysosomes et le trafic endo-lysosomal (Ostrowicz
et al., 2010) ; (Solinger and Spang, 2013). Une étude récente a démontré que la
Vpsll, protéine clé des deux complexes est essentielle a la biogenese des organites
apicaux (Morlon-Guyot et al., 2015). Chez les mammiferes les complexes CORVET et
HOPS interagissent respectivement avec Rab5, le marqueur des endosomes
précoces et Rab7, le marqueur des endosomes tardifs. Chez T. gondii 15 génes
codants pour des protéines Rabs ont été identifiés. La plupart de ces protéines
résidants dans les compartiments golgien et ELC. La surexpression des protéines
Rab2, 4, 5A, et 5C, affectent la croissance du parasite. En effet, la déplétion des
protéines Rab5A et Rab5C localisées dans les endosomes précoces, montrent un effet
drastique sur la localisation des protéines de rhoptries et sur une population des
protéines de micronémes MIC3, MIC8, MIC11 (Kremer et al., 2013), ce qui démontre
gue la ségrégation dans le transport des protéines apicales s’opére au niveau de 'ELC,
et est assurée par les fonctions des GTPases Rabs chez T. gondii. Concernant la
maturation des pré-rhoptries en rhoptries matures, peu de données sont disponibles.
Néanmoins deux hypothéses sont admises : Pour la premiere, I'organite mature se
forme a partir des vésiculations et fusion de membranes provenant des pré-rhoptries
pouvant faire intervenir plusieurs mécanismes de reconnaissance des lipides ; dans la
seconde le pré-organite s’allonge et mature directement en rhoptrie. Cependant aucun

pré-micronéme n’a été observé jusqu’a nos jours.
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Figure 10: Facteurs moléculaires du trafic vésiculaire chez T. gondii, adapté de
(Juliette Morlon-Guyot et al., 2015). Au niveau du Golgi nous avons le complexe AP-3, la
TgSORTLR essentielle a la sortie des protéines de rhoptries et de micronemes du
compartiment golgien, la clathrine permettant la vésiculations avec les complexes AP1,
AP2 ; et la dynamine DrpB impliquée dans la scission de ces vésicules. Le complexe HOPS
assure la fusion des vésicules entre les différents compartiments golgien, ELC (jaune), VAC
(rose) et les pré-organelles (vert et violet). La Stx6 est impliquée dans la sortie des granules
denses a partir du Golgi. Les voies non encore identifiés sont en pointillées. AP, Protéine
adaptatrice; CHC1, Chaine lourde de clathrine 1; CPL, protéase cathepsine; DG, dense
granule; DrpB, dynamine B; ELC, « endosomal-like compartment»;, ER, Réticulum
endoplasmique; IMC, complexe membranaire interne; MIC, microneme; PM, membrane
plasmique; Pro, pré-rhoptries et probablement les organites immature de micronéme; Rab,
Rab7-GTPase; Stx6, syntaxine 6; TGN, « trans-Golgi network »; VAC, Compartiment

vacuolaire; Vps, Protéine vacuolaire de sortie.
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b. La voie rétrograde

Chez les mammiféeres et la levure, la voie rétrograde est 'ensemble des
mécanismes permettant le recyclage de molécules vers le Golgi et la

membrane plasmique.

(1) L’endocytose, c'est 'un des mécanismes de base du trafic vésiculaire,
consistant a une invagination de la membrane plasmique résultant de
l'internalisation de molécules extracellulaires (Trousdale and Kim, 2015).
Généralement I'invagination est clathrine dépendante (AP2), mais il existe aussi
des mécanismes d’invaginations non dépendantes de la clathrine faisant
intervenir la protéine Endophiline-A2 (EndoA2) dans la scission de vésicules
(Renard et al., 2015). Il existe aussi de I'endocytose avec un manteau calveola
composé de protéines appelées Cavin (Cavl) (Johannes et al., 2015). Les
cargos dans les voies endocytigues peuvent contenir des nutriments, des
molécules de signalisations et des toxines. Dans le cas de la dégradation de
molécules, les vésicules cheminent du compartiment endosomale précoce
Rab5 positif via le compartiment positif pour Rab7 et finissent dans les
lysosomes matures ou la vacuole digestive, contenant des enzymes
protéolytiques. Cependant, chez T. gondii aucun mécanisme d’endocytose
classiqguement dépendant de la clathrine, similaire a ce qui est connu chez les
mammiféres n’a été décrit jusqu’a nos jours. Néanmoins, tout récemment il a
été décrit que le parasite était capable d’ingérer et de digérer dans son cytosol
des protéines solubles initialement présentent dans le cytosol de la cellule hote
(Dou et al., 2014). Toutefois, les mécanismes impliqués dans lI'entrée des
protéines cytosoliques de la cellule h6te dans les parasites ne sont pas encore

connus.

50



(5_igand Plasma
&2 Receptor CIE membrane] T
] ‘I = . |
ﬂ ﬁU-\*Actm ”
Clathrin- / Caveola CAV1 Return of
coated pit coated pit Cavin receptors to
- l complex the plasma
) N membrane
ndocytic
cavg[:-[a Caveola f/_%.\l
Clathrin- carrier recycling \N\\
coated -
vesicle Budding off of

transport vesicles

Early
endosome

Hydrolytic enzymes

Fusion with

0% < Lysosome
endosome =N OO y

Fart ¢ of the figure adapted from REF. 85, Nature Publishing Group.

Figure 11: Mécanismes d’endocytoses chez les cellules mammiféres, adapté de
(Johannes et al., 2015). (A) La polymérisation de la clathrine conduit a la déformation de
la membrane et sa constriction. L’activité GTPase de la Dynamine permet la scission de
la vésicule. Aprés la formation de la vésicule le manteau clathrine se détache, permettant
sa fusion avec le compartiment endosomale. (B) Le CIE ; endocytose indépendante de la
clathrine ou (Clathrin independent endocytosis), mécanisme d’endocytose faisant
intervenir les lectines et la polymérisation de filaments d’actines. (C) Les caveolae sont
générés par des protéines intégrées a la membrane, appelées cavéolines (tels que CAV1)
composés de trois ou quatre protéines Cavin. Elles permettent I'entrée des récepteurs,
les vésicules formées peuvent fusionner avec les endosomes, et les caveolae sont

ensuite recyclées vers la membrane plasmique.
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(2) La voie de recyclage permet le retour essentiel de certains récepteurs
transmembranaires ou transporteurs des endosomes tardifs vers le TGN, ou
des endosomes tardifs vers la membrane plasmique. Chez les mammiféeres et
la levure, le recyclage est assuré par un complexe protéique trés important
appelé complexe Retromer, composé de protéines Vps (Vacuolar protein
sorting) 26, 29 et 35 et de protéines Sorting Nexin (SNX), (Seaman et al., 1998).
Le complexe Retromer assure la reconnaissance du cargo et du transporteur et

'adressage de la vésicule vers le compartiment cible.
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B. Le complexe Retromer chez les Mammiferes et
S.cerevisiae

|. La composition du complexe Rétromere

Le complexe Rétromére a été décrit pour la premiere fois chez Saccharomyces
cerevisiae, comme un complexe Hétéro-pentamérique entre un trimere Vps26, Vps29,
Vps35 (le Complexe de Reconnaissance du Cargo : CRC) et un dimere de sorting
nexin de Vps5 et Vpsl7 (Seaman et al., 1998). Dans la cellule mammifére il existe
plusieurs protéines de SNX (SNX1, SNX2, SNX5, SNX6) utilisées dans le complexe
(Bonifacino and Hurley, 2008), (Farias et al., 2014), (Griffin et al., 2005); (McGough

and Cullen, 2011).

a. Le complexe de reconnaissance du Cargo (CRC)

Comme chez les mammiferes et S. cerevisiae Vps26, Vps29, et Vps35 forment
le complexe de reconnaissance du cargo (CRC), extrémement bien conservé

dans I'ensemble des Eucaryotes.

(1) Vps26 est une protéine contenant un domaine N-terminal arristine,

domaine présent dans la famille de protéines incluant DSCR3 (Down
syndrome critical region) (Shi et al., 2006). DSCR est codé par un gene associé
a la trisomie 21 caractéristigue des syndromes de Down’s et maladies
associées (Hu et al., 2006). Le génome de S. cerevisiae code pour un gene
Vps26, alors que celui de 'Homme code pour deux isoformes protéiques
Vps26A et Vps26B (Kerr MC et al., 2005). L’analyse structurale au rayons-X
montre que ces deux isoformes sont semblables, avec une structure en deux
lobes, C-terminal et N-terminal, et un corps polaire caractéristique de la famille
des arristines (Shi et al., 2006) ; (Collins et al., 2008) (Figure 12). Le domaine
arristine peut changer de conformation par activation, les deux lobes s’ouvrent
et exposent le corps polaire du domaine. Toutefois, cette conformation ouverte

n’a pas été observée lors des études cristallographiques, et la question se pose
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sur la possibilité que Vps26 soit capable de faire ce changement de
conformation (Bonifacino and Hurley, 2008). Les deux isoformes Vps26A et
Vps26B sont capables d’'interagir avec Vps35 grace a leurs lobes C-terminaux
(Shi et al., 2006) ; (Collins et al., 2008). Bien que tres homologues (80%
d’homologie de séquence) avec les mémes fonctions, les deux isoformes
présentent des différences sur leur capacité d’interaction avec certains
partenaires du Rétromere (Bugarcic et al., 2011) and (Kerr et al., 2005). Par
exemple dans une CRC contenant Vps26B, interagit avec la Golgi
phosphoprotéine 3 (GOLPHS3), la protéine TBC1D5 de la famille des TBC1,
mais pas avec le manose-6 phosphate récepteur (CI-M6PR) ; Vps26A par
contre interagit avec ce récepteur bien connu (Bugarcic et al., 2011). Il est
probable que ces différences soient dues a I'adaptation du complexe aux
différents types cellulaires, cargos et stades de développements (Trousdale
and Kim, 2015).

(2) La structure cristalline de Vps29 montre des repliements correspondant
a une métallophosphoesterase (Hierro et al., 2007) (Figure 12). Il a été montré
que ce domaine est capable d’interagir directement avec des ions divalents
(Collins et al., 2005). Cependant, I'activité phosphoesterase est absente, car
le résidu histidine nécessaire a cette activité est remplacé par un résidu
phénylalanine. Cette région d’affinité avec les ions divalent apparait étre celle
régulant l'interaction Vps29-Vps35 (Hierro et al., 2007). Aussi, des mutations
dirigées dans cette région démontrent, qu’elle renferme les sites de fixations
aux SNX (Collins et al., 2005).

(3) La protéine Vps35 : Environ 300 acides aminés du coté C-terminal (soit
environ 40% du C-terminal) de Vps35 ont été cristallisés en interaction avec
Vps29 chez '’Homme. Cette structure cristalline révéle un repliement a-
solénoide, et des études bio-informatiques guidées par la cristallographie
montrent que cette structure en a-solénoide s’étend sur toute la longueur de la
protéine (Hierro et al., 2007) (Figure 12). Vps35 ressemble a d’autres protéines

a hélice solénoide, importante dans la formation de manteau sur les vésicules
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telles que le complexe AP-1. La partie C-terminale de Vps35 est composée
d'une seule super-hélice droite faite de 13 hélices avec un espace de 12A°
entre les hélices. Le domaine N-terminal contenant le motif PRLYL est
responsable de l'interaction avec Vps26 en position ‘trans’ par rapport a Vps29
(Hierro et al., 2007) ; (Gokool et al., 2007). Chez S.cerevisiae Vps35 interagit
avec les cargos Vpsl0 et DPAP-A ou Stet-13 (dipeptidylaminopeptidase)
(Nothwehr et al., 1999) ; (Nothwehr et al., 2000), et il est important de souligner
qgu’a I'extrémité du N-terminal de Vps35, se trouvent des sites d’interactions

avec les SNX, suggérant que Vps26 Vps35-Vps29 interagissent avec les

membranes de maniére paralleéle (Gullapalli et al.,, 2004); (Seaman and
Williams, 2002).

Figure 12: Schéma de la structure en cristallographie du CRC, adapté de (Hierro
et al., 2007). En Vert Vps29 en interaction avec le coté C-terminal de Vps35 en rouge.

Vps26 en bleu en interaction avec la région N-terminale de Vps35 en marron.
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b. Les « sorting nexin » (SNX)

Le dimere permettant I'attachement du Rétromére aux membranes est plus ou moins
bien conservé chez les Eucaryotes. Chez S. cerevisiae nous avons Vps5 et Vpsl7
formant le couple, alors que chez les métazoaires nous avons plusieurs couples a
partir de SNX1, SNX2, SNX3, SNX5, et SNX6 (Griffin et al., 2005); Haft et al., 2000 ;
(Seaman et al., 1998) ; (Strochlic et al., 2007). Ces protéines contiennent deux
importants domaines : un domaine phox homologie (PX) (Song et al., 2007) et un
domaine BAR (Bin-Amphiphysin-Rvs) (Bonifacino and Hurley, 2008) ; (van Weering et
al., 2012). Le domaine PX a la capacité d’interagir avec I'un des phospholipides le plus
présent dans les membranes des endosomes, le phosphatidylinositol 3-phosphate
(PtdIns3P ou PI3P) (Gillooly et al., 2000). La fixation du domaine PX sur le PI3P des
membranes agit comme un ancrage a partir duquel la courbure des membranes est
initiée par le dimére (Griffin et al., 2005) ; (Seaman and Williams, 2002). Le domaine
BAR quant a lui a deux fonctions : la dimérisation et la courbure des membranes
(Bonifacino and Hurley, 2008) ; (van Weering et al., 2012) (Figure 13 A). Les « sorting
nexin » peuvent étres divisées en trois classes, hiérarchiqguement par la présence du
domaine PX (Cullen, 2008) : SNX-PX défini par la seule présence du domaine PX ;
SNX-BAR en plus du domaine PX en N-terminal avec la présence du domaine BAR
en C-terminal ; et SNX-autres possédant un autre domaine en C-terminal autre qu’un
domaine BAR. Les domaines C-terminaux des deux SNX ont la capacité d’interagir
avec I'opposé du C-terminal de I'autre conduisant ainsi a la dimérisation (van Weering
et al., 2012). Le couple ainsi formé avec la fixation de PI3P induit la courbure de la
membrane, et la présence de plusieurs couples permet la formation des tubules de
membranes (Griffin et al., 2005) ; (Seaman and Williams, 2002) (Figure 13 B).
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Figure 13: Modéle d’un homodimére de SNX1-BAR et schéma du tubule de
Rétromeére, adapté de (van Weering et al., 2012) (Hierro et al., 2007). (A) Modéle de
ruban de I' homodimeéere SNX1 -BAR. Le monomeére A est représentée en orange ; avec
son N-terminal et C-terminal ; et les quatre hélices a1, a2, a2’, a3, a3’. Le monomére B
en bleu. Pointes de fleches noires marquent les pauses non - standard dans les hélices
a2 et a3 du domaine BAR.
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ll. Fonctions, cargos et protéines accessoires du
Rétromere

a. Les protéines accessoires du Rétromeére

(1) Le mode de recrutement du complexe Rétromeére sur les membranes
difféere d’'une espéce a l'autre. Il est souvent admis que le CRC est le premier a
étre recruté sur les membranes des endosomes tardif (Harbour et al., 2010), ou
que le dimere de SNX est recruté avant le CRC (van Weering et al., 2012). Pour
la premiére hypothése, en I'absence de motif de fixation avec les membranes,
le recrutement du CRC se fait via I'interaction de Vps35 avec Rab7 présente
sur les membranes des endosomes tardifs. Rab7 régule le recrutement du
Rétromeére sur les membranes, cette interaction entre le Rétromére et Rab7 a
été montré par des expériences d'immunoprécipitations chez S. cerevisiae et
de délétion permettant de localiser la région de fixation de Rab7 sur Vps35 (Liu
et al., 2012). De plus, la SNX3 semble intervenir dans le recrutement du CRC
aux membranes en fixant le CRC en synergie avec Rab7 (Harrison et al., 2014).
Le CRC interagit aussi avec des protéines GAP (GTPase-Activating Proteins)
comme les TBC1D5 impliquées dans la fine régulation de Rab7 (Seaman et al.,
2009).

(2) Le processus de scission des tubules nécessite la présence de filaments
d’actine. Pour cela le complexe Rétromeére recrute un autre complexe appelé
WASH impliqué dans la polymérisation des filaments d’actines. Le WASH est
composé de FAM2, SWIP, Strumpellin et CCD53 (Gomez and Billadeau,
2009) ; (Derivery et al., 2009).

(3) Le transport des tubules se fait grace a un moteur microtubule dynéine.
Les SNX dans le cas de S. cerevisiae, Vps17 s’associe avec p1509ued yn
composant de la dynactine. Comme pour la plupart des complexes a manteau,
le Rétromere montre aussi une interaction avec le cytosquelette de la cellule

(Cullen and Korswagen, 2012).
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Figure 14: Représentation schématique des interactions entre le
complexe Rétromere et ses protéines accessoires, adapté de (Matthew
N.J. and Seaman, 2012). Les protéines ont étes groupées en fonction de leur
fonction, par exemple SNX3, Rab7a et TBC1D5 régulent I'association du CRC
aux membranes. Les fleches indiquent la relation avec les protéines
respectives, par exemple Vps35 interagit avec Fam2l régulant ainsi le
recrutement de Fam21 et du complexe WASH. Dans certains cas la fleche a
double sens indique une relation réciproque entre les deux protéines. Les
fleches en pointillés indiquent des interactions évidentes, cependant pas

encore démontrées expérimentalement.
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b. Les fonctions et cargos du complexe Rétromere

La fonction principale du Rétromere est le recyclage de récepteurs transmembranaires
ou de transporteurs entre les endosomes et le TGN, et entre les endosomes et la
membrane plasmique. Le transport du cargo nécessite donc la spécificité de
reconnaissance des membranes grace aux SNX et une reconnaissance du
transporteur par le CRC avec plus ou moins certains motifs spécifiques. Dans le
premier cas, le SNX reconnaissent le PI(3)P phospholipide le plus abondant dans les
membranes des endosomes tardifs. L’interaction de faible affinité se fait entre le CRC
et le domaine cytoplasmique de la protéine cargo, dont certains motifs ont été décrits.

Parmi ces cargos nous avons .

(1) Des récepteurs intracellulaires tels que le CI-M6PR (Arighi et al., 2004 ;
Seaman et al., 2004) reconnu par Vps35 grace au motif tri-peptidique WLM
(Cullen and Korswagen, 2012) et Vpsl0 chez S. cerevisiae (Seaman et al.,
1997). Le récepteur transmembranaire de type 1, SORLA chez les mammiferes,
(Sortilin-related receptor L, aussi connu sous SORL1) (Harbour et al., 2010) ;
(Lane et al., 2010) est reconnu avec le motif FLV (Figure 15).

(2) Le recyclage de certains transporteurs de la membrane plasmique
comme Fet3—Ftrl vers le TGN, qui est recyclé dans les conditions de faible taux
de fer chez S. cerevisiae. Ce transport nécessite l'implication de la SNX3
(Grd19) comme protéine médiatrice (Strochlic et al., 2007). Le transport vers la
membrane plasmique du transporteur de glucose GLUT1, celui-ci est médié par
l'interaction de la protéine VARP (Vps29-domain ankyrine repeat protein) avec
Vps29 (Hesketh et al., 2014) (Figure 15).
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Figure 15: Représentation schématique du r6le du complexe Rétromeére régulant la
sortie de protéines endosomales, adapté de (Matthew N.J. and Seaman, 2012). Le
CRC joue son role au niveau de la voie endosome vers le Golgi pour la sortie de cargos
comme CIMPR et la Sortiline. L’interaction du Rétromére avec les protéines cargos
nécessite son recrutement sur les membranes endosomale, celui-ci est régulé par Rab7a
et SNX3. Les hétérodimeres de SNX comprennent les protéines SNX-BAR, Snx1 ou Snx2
et Snx5 ou Snx6, régulant la formation des tubules et l'interaction avec les microtubules a
travers le complexe p150-glued—dynéine. Le CRC recrute le complexe WASH, régulant la
polymérisation de filament d’actine sur la surface des endosomes. Le CRC, SNX27 et le
WASH ensemble régulent le recyclage a la surface de la cellule de GPCR un récepteur
b2-adrenergique et d’autres protéines comme les a5B1 intégrines. De plus le complexe
régule aussi l'activité de signalisation d’'un autre GPCR, le récepteur a hormones
parathyroide (PTHR).
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C. Le complexe Rétromere chez T. gondii et les
Apicomplexes

|. Les Protéines TgVps35, TgVps26 et TgVps29

Les trois composants du CRC sont bien conservés Chez T. gondii (Figure 16). Les
protéines TgVps35 et TgVps26 ont éteé identifieées dans les IPs de la TQSORTLR. De
plus, le gene TgVps26 a été amplifié chez T. gondii avec une étiquéte HA
(Hémagglutinine A), en fluorescence confocal la proteineTgVps26-HA montre une
forte co-localisation avec le récepteur TgSORTLR au niveau du TGN (Sloves et al.,
2012). Chez P. falciparum, des travaux en microscopie de fluorescence ont montrés
que PfVps29 et PfVps35 se retrouvent dans les mémes structures ponctuées prés du
Golgi aux stades trophozoite et mérozoite (Krai et al., 2014). Dans ce méme travalil il
a été montré que PfRab7 et Pf\Vps35 sont tres proches et définissent un compartiment
endosomale essentiel a la biogenése des rhoptries et micronemes. Chez les
mammiféres Rab7 est essentiel a la localisation du CRC, le dominant négatif de
PfRab7 ne montre aucun effet sur la vacuole digestive (lysosome) et ne semble pas
avoir d’effet sur la localisation du CRC. Une autre étude sur un dominant négatif de
TgRab7, montre que cette GTPase n’est pas essentielle a la biogenése des organites
apicaux (Kremer et al., 2013). Tout récemment, il a été montré que le KO conditionnel
de TgVps35 affecte la localisation de 'ensemble des organites apicaux (Morlon-Guyot
et al., 2015). Ce résultat suggere donc que la fonction du complexe Rétromére est
essentielle pour le parasite. Cependant aucune étude ne démontre les mécanismes

moléculaires de la fonction du complexe Rétromere chez un parasite Apicomplexe.
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Figure 16: Conservation des composants du Rétromere chez les Eucaryotes,
adapté de (Koumandou et al., 2011). Les trois protéines du CRC (Vps35 ; Vps26
et Vps29) sont bien conservées chez les Eucaryotes. Vps5 et Vpsl7 sont tres
frequemment absent comme chez les Apicomplexes. Abréviations: Opisthokonts
(bleu): Hs, Homo sapiens; Dm, Drosophila melanogaster; Ce, Caenorhabditis
elegans; Dr, Danio rerio; Nv, Nematostella vectensis; Mb, Monosiga brevicollis; Sc,
Saccharomyces cerevisiae; Cn, Cryptococcus neoformans; An, Aspergillus nidulans;
Sp, Schizosaccharomyces pombe; Ro, Rhizopus oryzae. Amoebozoa (Violet): Eh,
Entamoeba histolytica; Dd, Dictyostelium discoideum. Archaeplastida (Vert): At,
Arabidopsis thaliana; Os, Oryza sativa; Pt, Populus trichocarpa; Cr, Chlamydomonas
reinhardtii; Ot, Ostreococcus tauri; Cm, Cyanidioschyzon merolae. Crypto- and
Hapto-phyta (Bronze): Gt, Guillardia theta; Em, Emiliania huxleyi. Stramenopile-
Alveolate-Rhizaria (i.e. SAR) (Orange): Pf, Plasmodium falciparum; Tg, Toxoplasma
gondii; Cp, Cryptosporidium parvum; Tpa, Theileria parva; Tt, Tetrahymena
thermophila; Tps, Thalassiosira pseudonana; Pr, Phytophthora ramorum; Bn,
Bigelowiella natans. Excavata (fuchsia): Th, Trypanosoma brucei; Lm, Leishmania

major; Ng, Naegleria gruberi; TV, Trichomonas vaginalis; Gi, Giardia intestinalis.
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ll. La question des «sorting nexin» ou SNX chez les
Apicomplexes

Il semble que les génes codant pour les SNX ne soient pas bien conservés, méme si
on reléve la présence de certaines protéines avec des domaines présents dans les
SNX (Koumandou et al., 2011) (Figure 17). Ceci est confirmé par des travaux récents
sur le complexe Rétromeére chez P. falciparum suggérant 'absence de SNX dans le
génome (Krai et al., 2014). Toutefois, il existe bien dans la base de données ToxoDB,

guelques protéines avec des domaines PX.
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Figure 17: Conservation des « Sorting Nexin » chez les Eucaryotes, adapté de
(Koumandou et al., 2011). Les Sorting Nexin peuvent étres classifiées sur la base de
'architecture des domaines : SNX-PX, PX domaine seul; SNX-BAR, PX et BAR

domaine; SNX-autres, PX et un domaine non-BAR.
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D. Objectif des travaux de these

Le complexe Rétromere joue un réle essentiel dans le trafic vésiculaire et par les
fonctions qu'’il assure dans le recyclage essentiel des récepteurs transmembranaires
et transporteurs de la membrane plasmique, intervenant dans de multiples processus
cellulaires : développements cellulaires, transport d’ions, polarité et signalisations
cellulaires (Seaman, 2012). Cependant, il existe peu de données sur I'importance de

ce complexe chez les Apicomplexes, en particulier chez T. gondii.

Au cours de la premiére partie de ce travail, nous nous sommes intéressés aux
composants du CRC (TgVps26, TgVps29 et TgVps35) avec une attention particuliere
sur la protéine TgVps35 considérée comme le « core» du complexe par son
importance structurale et fonctionnelle. Nous avons déterminé la composition du CRC
chez T. gondii et la nature des protéines partenaires de ce complexe. Ce travail nhous
a permis d’établir un réseau d’interactions ou “interactome” du CRC sur la base de
nos expériences d’'immunoprécipitations ciblées et spécifiques suivies des analyses
de protéomique quantitatives ou analytiqgues. Ensuite, nous avons démontré par une
stratégie génétique d’inactivation des génes, le role essentiel de TgVps35 dans la
biogenése des organites de secrétions micronémes rhoptries et granules denses, ainsi
gue de l'architecture de la membrane plasmique du parasite. Enfin, la mise en place
de ‘I'interactome’ nous a permis de valider les interactions directs ou indirects du CRC
avec des protéines connues telles que les protéines Rabs, mais aussi spécifiques au
phylum des Apicomplexes. Ces informations suggérent que le complexe Rétromére
de T. gondii et des Apicomplexes en général aurait des fonctions spécifiques au

phylum.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a une protéine chimérique
TgHP25 présentant un domaine BAR comme pour les SNX du complexe Rétromére
et un domaine SBF2 pouvant avoir une fonction de GEF. Nous avons déterminé sa

localisation cytosolique et vésiculaire.

Nous avons ensuite démontré que le domaine BAR de TgHP25 a une forte affinité
pour les phospholipides bis-phosphorylés, indiquant que cette protéine pourrait
reconnaitre spécifiguement les membranes comportant ces types de phospholipides

chez le parasite. En utilisant la stratégie du CRISPR/CAS9, nos observations
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préliminaires de la déplétion de TgHP25 ont montré un effet négatif sur la biogenese

des rhoptries du parasite. Toutefois, ces dernieres observations restent a confirmer.
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Matériel et Méthodes
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Culture des cellules et des souches parasitaires

Les souches de T. gondii, RH sauvage, RHAku80, et RH TaTi ont été cultivées sur
des cellules de fibroblaste humain (HFF) comme décrit (Sloves et al. 2012). Les
expériences de plaques assai ont été réalisées avec des cellules HFF infectées par
250 parasites en présence ou en absence de 1.5 yg/ml of ATc pendant 6 jours. Suivi
d’une fixation a I'éthanol et coloration au Crystal violet. Les images ont été prises avec

un microscope Axio plan (Zeiss).

Générations du mutant conditionnel iKoTgVps35 et Knock-in

Tous les primers utilisés pour les PCR sont listés dans le Tableau 3. Le mutant
conditionnel TgVps35 a été généré en utilisant le plasmide pG13-D-T7S4 contenant
2kb du 5 et 3' de 'ADN génomique et le dihydropholate réductase (DHFR) pour la
résistance a la sélection pyriméthamine. Aprés transfection de 5.10° parasites avec 50
Mg de plasmide linéarisé, des clones stables ont été obtenu par dilution de la
population. Pour la complémentation, le mutant iKoTgVps35 a été transfecté avec 50
Mg du plasmide contenant la région codante entiere du géne TgVps35 avec une
étiquette cMyc et inséré dans le locus UPRT. La sélection est faite avec 5 yM de 5-
fluoro-2'-deoxyuridine (FUDR). Les parasites transgéniques TgVps35-cMyc, et
TgVps29-cMyc ont été générés par la stratégie de Kl avec des fragments d’ADN
génomiques 2,1kb et 1,8kb respectivement, clonés en amont du codon stop des génes
TGGT1 242660 et TGGT1 252490. Les séquences d’ADN ont été clonées dans les
plasmides pLIC-HA-cMyc-TUB5CAT et pLIC-cMyc-DHFR (Huynh and Carruthers,
2009). Les tachyzoites (5.10° parasites) des souches iIKoTgSORTLR et RHAKu80 ont
été transfectées avec 25 pg de plasmide linéaire. Les parasites transgéniques
exprimant TgHPO3 (TGGT1_240810); TgHP12 (TGGT1_294220) et TgHP25
(TGGT1_ 259720) toutes étiquetées cMyc ont été générés comme décrit ci-dessus

dans la souche iKoTgVps35.
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Microscopie confocal

Les parasites extracellulaires ou intracellulaires ont été fixés avec 4% de para
formaldéhyde (PAF) dans un tampon phosphate salin (PBS) pendant 20 minutes et
marqués avec les anticorps listés dans le Tableau 1, comme décrit (Sloves et al.,
2012). Les échantillons ont été observés avec le microscope confocal (Zeiss) ou

I’Apotome (Zeiss). Le traitement des images a été fait a I'aide des logiciels ZEN (Zeiss).

Structured lllumination Microscopy (SIM)

Nous avons utilisé le SIM pour obtenir des images a haute résolution avec un
microscope ElyraPS1 du systeme (Zeiss), en huile d'immersion lens (NA 1.46) et une
résolution de 100 nm en axe x-y et 300 nm en axe z. Trois lasers ont été utilisés pour
I'excitation. Les images ont été acquises avec une camera EMCCD (Andor Technology
Ltd, UK) et traitées avec les logiciel ZEN. Les images en 3D (trois dimensions) ont été
générées en utilisant un z-step de 150 nm. La reconstruction et la codistribution ont
été déterminées avec le logiciel IMARIS (Bitplane). Spécifiguement, le mutant
iIKoTgVps35 en transfection transitoire a €té traité ou pas avec ATc durant 48 h, fixé
et marqué avec I'anticorps primaire et secondaire (Dylight594 ou Alexa488). Pour les
parasites exprimant de maniere transitoire GRASP-RFP la fluorescence a été
directement visualisée en SIM. La co-localisation a été quantifiée par superposition
entre le vert et le rouge en utilisant le logiciel IMARIS sur 90 parasites intracellulaires

de 7 a 8 vacuoles.

Microscopie électronique

Des tachyzoites intracellulaires des souches iKoTgVps35, Comp-iKoTgVps35 et
sauvage ont été fixées sur la nuit a 4°C avec 2.5% glutaraldehyde / 4% PAF dans 0.1
M de tampon cacodylate. Les échantillons ont été traités et les images obtenues

comme décrit (Sloves et al., 2012).
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Tests d’invasion assai

Le mutant conditionnel iIKoTgVps35 a été traité avec ou sans ATc durant 48 h et
ensuite utilisé pour infecter des cellules HFF durant 1 h a 37°C. 24 h plus tard, les
lamelles ont été marquées avec I'anticorps SAG1 et les noyaux avec 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI). Pour chaque condition, 400 champs microscopiques
(X40) ont été observés. Le nombre de parasites positif pour SAG1 a été comparé aux
cellules fixées avec le DAPI. Le ratio Parasites/Cellules a été obtenu avec une value

+ S.D. de trois expériences indépendantes.

Infection des souris

Un groupe de 4 souris BALB/C (6 & 8 semaines) ont été injectées (intra péritoine) avec
2.108 tachyzoites de RH TaTi, iKoTgVps35 ou Comp-iKoTgVps35. Pour supprimer
I'expression de TgVps35, nous avons ajouté 0.2 mg/ml d’ATc et 5% de sucrose dans
I'eau de boisson. Comme contrble, un groupe de 4 souris a aussi été infecté avec les
mémes souches sans ATc. La survie a été monitorée sur 4 semaines. Pour la
vaccination assai, les souris BALB/C ont été infectées par injection (intra péritoine)
avec 3.10? tachyzoites des souches RH TaTi, iIKoTgVps35 ou Comp-iKoTgVps35 avec
traitement ATc ou non. Quatre (4) semaines plus-tard, les souris survivantes sont
réinfectées avec 1.102 tachyzoites de la souche RH sauvage et la survie est monitorée

durant 30 jours.

Immunoprécipitation et immuno-marquage

Les Tachyzoites (1.10° parasites) de TgVps35-HA, TgVps26-HA, TgVps29-cMyc, et
RHAku80 ont été lysés avec 10 mM HEPES, pH 7.9; 1.5mM MgCI2; 10mM KCI; 0.5mM
dithiothreitol (DTT); 0.1mM EDTA; 0.65% NP40; 0.5mM phenyl-methane-
sulfonylfluoride (PMSF); et un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma Aldrich).
Aprés 30 minutes dans la glace, le lysa est centrifuge a 14.000 rpm pendant 30
minutes a 4°C, et le surnageant est incubé avec des billes agarose anti-HA ou anti-
cMyc (Thermo Pierce) sur la nuit a 4°C en rotation. Apres 5 lavages avec 10 mM Tris,
pH7.5; 150 mM NaCl; 0.2% Triton X-100; 0.5 mM PMSF et un dernier lavage avec
62.5 mM Tris, pH 6.8, I'élution a été faite avec le tampon Laemmli (0.2% SDS, 100 mM
DTT, et 10% sucrose). Ces échantillons ont été analysés par SDS-PAGE et les bandes

de protéines ont été détectées par fixation au nitrate d’Argent avant l'analyse
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protéomique. Pour les immuno-marquages, les parasites ont été lysés avec le tampon
Laemmli et les protéines séparées sur un gel d’acrylamide a 12% et marquées avec
un anticorps primaire (Tableau 1), puis secondaire conjugué a la phosphatase alcaline
(Thermo Pierce). Les membranes ont été visualisées grace au ChemiDoc XRS+ (Bio
Rad).

Production et purification des protéines recombinante

La souche bactérienne BL21 a été transformée avec les plasmides pGEX6P3 : GST-
C-terminal-TgHP12 ; GST-TgHP25 ; GST-cMyc-BAR ; rGST-His-SBF2 ; GST-cMyc-
rab5b ; GST-cMyc-rablla ; GST-cMyc-rab7 (Tableau 3 et séquences codantes).
L’expression de la protéine est induite avec I'ajout dans le milieu de culture de 0.5mM
IPTG sur la nuit a 25°C. Les bactéries sont centrifugées et suspendues dans le
tampon de lyse (50mM Tris 150mM NaCl 1mM EGTA 1mM EDTA 1mM DTT
0.5mM PMSF). 1mg/ml de lysozyme (SIGMA) est ajouté pour 30 minutes dans la
glace suivi de plusieurs cycles de sonications. Le lysa est centrifugé a 14.000rpm
pendant 30 minutes a 4°C. Le surnageant est incubé sur la nuit en rotation a 4°C avec
des billes Glutathion sepharose (GE healthcare). Les protéines sont ensuite éluées
avec 10mM glutathion dans le tampon d’élution (50mM Tris pH8 150mM NacCl
1mM DTT 0.5mM PMSF) ou clivées avec I'enzyme de précision dans le tampon
(50mM Tris pH8 150mM NaCl 1mM DTT 0.5mM PMSF 1mM EDTA ) (GE

Healthcare).

Production d’anticorps

100 pg de protéine recombinante purifiée (estimation de pureté par gel d’acrylamide
et dosage colorimétriqgue de Bradford) sont repris avec 100 pl d’adjuvant de Freund
complet (Sigma) puis injectés par voie intra-péritonéale aux souris BALB/C ou rats.
Trois rappels avec la méme quantité de protéines recombinantes en présence
d’adjuvant incomplet de Freund (Sigma) a 3 semaines d’intervalles ont été réalisés.
Aprés la derniere injection, les sérums sont testés par immuno-marquage et

immunofluorescence (Tableau 1).
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Tests de « lipid overlay »

Les phosphatidylinositol lipides (Aventis polar lipids) ont été re-suspendus avec 2:1:0.8
(méthanol: chloroforme: Eau) a une concentration finale de 100pmol/uL. 2 pL de
chaque lipide a été déposé sur une membrane de nitrocellulose Hybond C extra (GE
healthcare), puis séchée a température ambiante pendant 1h. Les membranes ont été
saturées avec le tampon (50mM Tris ; 150mM NacCl ; 0.1% ovalbumine ; 0.01% Tween
20) pendant 1h a température ambiante. Les membranes sont incubées sur la nuit a
4°C (dans le tampon précedent), avec 0.2 a 10 ug de protéines recombinante
fraichement purifiée. Les membranes sont ensuite lavées et révélées par simple

immuno-marquage.

Tests de GST-pull down Vps/Rabs

Un lysat parasitaire des souches KI-TgVps35-HA, KI-TgVps26-HA (équivalent de
200.10° tachyzoites) dans un tampon (50mM Tris-HCI pH 7.5; 150mM NaCl; 0.5mM
PMSF) est mis en incubation avec 2 ug GST-cMyc-Rab5B, GST-cMyc-Rab7, GST-
cMyc-Rab11B et GST sur billes Glutathion sepharose (GE healthcare) en présence
de 1mM GTP ou GDP en rotation sur la nuit 4°C (NB : la solution de protéines
recombinantes ne doit pas contenir ’'EGTA ou EDTA). Les billes sont lavées trois fois
avec le tampon précedent (+ 0.1% Triton X-100). L’élution a été faite avec le tampon
Laemmli, et 'analyse en immuno-marquage avec les anticorps anti-HA (Rat) et anti-
GST (voir Tableau 1).

Analyses statistiques
Toutes nos données ont été analysées avec le logiciel Graph Pad Prism. Nous avons

utilisé le Student’s t-test pour les analyses statistiques. Et le test de Mann-Whitney

pour les courbes de survies.
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Tableau 1 : Liste des anticorps

Dilution | Dilution .
Noms Especes (IF) (IM) Origine
Anti-HA Lapin 1/500 1/500 | Cell Signaling
Anti-HA Rat 1/200 | 1/500 Roche
. . Pierce
Anti-cMyc Souris 1/500 1/500 (Thermo)
Anti-Tg SORTLR Rat 1/700 1/700 Tomavo Lab
Anti-MIC2 Souris 1/500 Carruthers
Lab
Anti-proM2AP | Lapin 1500 | 1/500 Car[‘;tgers
Anti-M2AP Lapin 1/500 | 1/500 Catfgers
Anti-proMIC5 Lapin 1200 | 1/500 Car[l:tr:ers
Anti-MIC5 Rat 1500 | 1/500 Car[:tgers
Anti-ROP1 Souis | 15500 | 1/500 D“bL“;g'etz
Anti-ROP2-3 Souris 1/500 Dubrometz
Lab
Anti-proROP4 |  Rabbit 1/500 | 1/500 Ga?’:t\)’ard
Anti-ROP4 Rabbit | 1/5500 | 1/500 D“bL“;E"etZ
Anti-GRA1 Souris 1/500 | 1/500 D“erZL"EtZ
Anti-GRA3 Souis | 1/5500 | 1/1000 D“bL“;L"etz
SAG1 Souris 1/200 Tomavo Lab
Anti-CPL Lapin 1/200 Carruthers
Lab
Anti-VP1 Lapin 1/400 Canuthers
Lab
Anti-Tg HP12 Rat 1/500 1/500 Tomavo Lab
Anti-Tg HP25 Souris 1/500 | Tomavo Lab
Ant-GST Lapin 1/1000 Tomavo Lab
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Tableau 2: Liste des plasmides

Noms Sites de Linearisation
pDTS4 iKOTg Vps35 Apal
PUPRT FLTg Vps35 non
pLIC-HA-TUSCAT Tg Vps35 EcoRV
pLIC-cMyc-DHFR Tg Vps29 Mfel
pLIC-cMyc-TUB5CAT Tg HP03 BstBI
pLIC-cMyc-TUBSCAT Tg HP12 EcoRV
pLIC-cMyc-TUB5CAT Tg HP25 BstZ17l
CRISP/CAS9 Tg HP25 non
CRISP/CAS9 Tg HP12 non
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Tableau 3 : Liste des primers

Noms

5 Sequence 3

Sites de Restriction

CCGGGGATCCATGtacccatacgatgttccagattacgctAT TATGGAACACGATCAAGAAAAA

iKO_TgVps35 3 _F CTGCTGGA BamHI
iKO_TgVps35 3 R CCGGCCTAGGAATTCAAAGAAGTGACTGCAAAGAGAGATCCA Avrll
iKO_TgVps35 5 _F CCGGCATATGTGGTGTGGCTCGTTGAAATTCTCC Ndel
iKO_TgVps35 5 R CCGGCATATGTCTCGAGCACTTTGGGAGACTCCAA Ndel
iKO_testl_TgVps35_F GGCATCTGCGAGACCTGCACCCAG none
DHFR-int_R GGCGTTGAATCTCTTGCCGACTGTGGAGAGGGAAGTCC none
complTgVps35prom_F cCggGGCGCGCCGATTGGTGTGGCTCGTTGAAATTCTCCTC Ascl
complTgVps35prom_R ccggGGCGCGCCTCTCGACAACTTGGGAGACTCCAACAG Ascl
complFLTgVps35_F ccggGGCGCGCCgagcagaagctgatctcagaggaggacctgAT TATGGAACACGATCAAGAAA| Ascl
AACTGCTGG
complFLTgVps35_R ccggCCCGGGCTAAGATGTTGAAACACTGATTTCATTCAGTCCAGT Xmal
KIL_TgVps35HA_F TACTTCCAATCCAATTTAATGCCAAGAGTGGGTGTCACAGTTACCTGCC None
KI_TgVps35HA R TCCTCCACTTCCAATTTTAGCAGATGTTGAAACACTGATTTCATTCAGTCCAGTGA None
GTCC
KI_TgVps26HA F TACTTCCAATCCAATTTAATGCCGCGGCTGTCTCTGCATAGGTG None
KIL_TgVps26HA_R TCCTCCACTTCCAATTTTAGCCCCGATCTTCTTCCTCCACATTGTGAT None
KI_TgVps29myc_F TACTTCCAATCCAATTTAATGCCCCGATGCGGCCGAGCGGTCAAAAA None
KI_TgVps29myc_R TCCTCCACTTCCAATTTTAGCTTTCTCGGCGGAGCTGGCAGCGTC None
KILHP12myc_F TACTTCCAATCCAATTTAATGCATGGCAACGATGGTCACCTGCCAG None
KI_HP12myc_R TCCTCCACTTCCAATTTTAGCCAATCTGTCAAGTCTTCCTCCAGTCA None
KI_HPO3myc_F TACTTCCAATCCAATTTAATGCGCTGGCTGGCGCACGAAACCTCCGA none
KI_HPO3myc_R TCCTCCACTTCCAATTTTAGCAGCGGAGTCTTGCGGTGGCGTCACC none
Recomb HP12 F CCGGGGATCCGTAGAAAAGCCTACAACGGTGGGG BamHI
Recomb HP12 R CCGGGCGGCCGCTCACAATCTGTCAAGTCTTCCTCCAGTC Notl
Domain-BAR-F-HA CCGGGGATCCATGtacccatacgatgttccagattacgctGCACCTGCAAACGCGACTGCAG BamHI
Domain-BAR-R CCGGGCGGCCGCTGGCGTCGACCCCGGCGC Notl
Domain-SBF2-F-His CCGGGGATCCATGcatcatcaccatcaccacCGAGAAGAAAAAACCTCGTTTTTCGCGCT Sl
Domain-SBF2-R CCGGGCGGCCGCAGAGGATGAAGCGGAGGCTTTGTTAG Notl
Domain-SBF2-specif-R | CCGGGCGGCCGCGGTCGCGGGCAGGGTGTTTC Notl

75




Séquences d’ADN amplifiées ou synthétisées

Séquence codante C-terminale TgHP12 (par PCR voir Tableau 3) :

GTAGAAAAGCCTACAACGGTGGGGCGCCGCCAAGGAGGAGGGGCTATCAAGC
ATGCCATATCTGCGTCAGTAGAAGGTCCACCACTGCCGGACGTTCCGCAGCTG
CGGTTCGCCTTAGCCGATGCAGAGGTCGCATCCCGAAGTGCACAGAGCGCGAA
TTCAGGAATTGAGAGGGAGACTGCCAGAGCAGGCGACGGCAACACCATGGGG
GATGGCTTACGTGGCACTAATCATAACGGTGGTGTGCTCTCACAGAAGTCTTTT
GGGGCGAGTGTTGCGTTAGAAAGTACAGTGCGGGGTTCTGGAGATAATATGCT
GGACGGTGAGACACGCGGTAAAACTGCAGATGCTCCAGAAGGTGTTGAGAGAG
TTCCCTCTTCAGCTGCAGAACGTAGTGGAGGCGCAGGCACCCCAGATGCCGAC
ACAGCATTTGTCACAGACCGAGGTGTAGACACTCTTCGAGACGGTATCCCAAGC
GACGATGACAAGAAGAAAAACTCCGGTGAGGCGGAAAAGGAGCCACTGCGAGC
GGATGCAGGTGGCCGACCTGCGGACAATGGAAAAGCCGCAGATTTAGCAAGTA
GCCCGGGCATCAAAGGAGAAGTTGAAATACTTTCGGCAAGCGGAGAAGTTGTG
GCACAAGATTCCAGAGAAGCTCGTGTCAAAGGGCTGGAAGAAGAGACTGGGGC
CGGCCGGCGGGGTTTTCTGGGCGTTGGAGGAAAGGGCCATGGCCTGACTGGA
GGAAGACTTGACAGATTGTGA

Séquence codante TgHP25 (séquence synthétisée et optimisée pour la
production bactérienne) :

ATGGAAGCGGAGGCCACCTGGGGGGTGGCGGGGTCCGGACAGTTTGGTTCGG
GAGCTCCTCCGAACGACGGAGACGCCTTCGCTTCTGCGCGCTCTTCTTCCTCTC
TGTCAGCTCCTTTCTGCGCCTCAGCTCAAGGTCCCGAAACGAACTCTGGGGGA
ACAGACACTCGCAAGGAATCTGCGCAAGACACGCAAACGACTCAACCCGCACC
TGCAAACGCGACTGCAGAGAACGCATTCTCCTTCAAAGAGGACTTAACCTCAGA
CTGGTGCCTAGCAGTGAGTCGTGTAGACAGCGGACGCACGCTGTTGGAGCGTC
TGAGGGCTGCGCTGCTCCTCCGCGCGAACGCAGCGGTTGAGCAAGCGAGCAA
AATGGAGAGTCTCGTTCAGACGTTTGTCGCGACCAACCTCGAAAGCAAGACCGT
CATGTCTGCCGTCAACGCTCTCCGTCTCGAGGCGGTCCACCAGGCCGATCACT
GCAGAGAGTTCGCCGAAGCGATTCGGAGAGACGTCGTCGAGGGAACGCTCACA
AACACCATTCACAACCACTACCTCGTCCTCCAACAAATCAAAGCAGACGGTTCG
GAGGCGCAGAAGGAATTGACTCTGGCAACGGTGGACCATCAGAAAGCGATGCACCGCTAC
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CTGCGCTGCAGCAAGGAGGCGGCGGCGGCAGCTGTGAAGGCGCAAGCGGCAGAGGGCGAGGC
GCCGAATGTACGTACAGAGCTTGCGTTGTCGGCGATTCGGCGCTGCGTGGAGGCGAAGGCCGC
GGAGGACGAGCACCGGGAAAGTGTGGCGCGTTTGAATGCTGCCGCGCAGGCGAACGAGAGGAA
GATGGCGATTATTCTTCAGTCCTTGCAAGACATGGACGAGAAGCGCATGCTCTGTTTCCGCGACG
CTCTCCGAAAGGCTATGGTCTACCAGGCGGCGTATCTGCGAAACGTCCAGTACGACCTCGAGCA
AACCATCAAGACGGTGGACGCCGTCGACCCCATGGCGGACCTTCAGGAGTTCCTCGGGAAGTAT
CGACTGCCAAAGAAGCAAACGGGTGCCGACGTGAAGGTGCAGAGTTGGGTAGAGCTCGACAAC
ACTTTCGGAGACGCCTTGCAGCCTTCAGCGTCTGTCACGCCTGTGCCGTGGGCGCCGGGGTCG
ACGCCAGCCCACGGCTCTTCGGGGTCTTCTGCCTTCCCTACCTCGTTCGCCGCCTCACCCTTCA
GCTCCTCGCCGCTCGGCGTCTCTTCTCTGGGGGTCAGTTCTGCAGCTGCAGCGGCTTCCAATGT
CGCGCGATCATTCCTGCAGAAGTCCCCGTTCACTCGCGTGATGCAATCCGCCGCTTCGCTCGTC
GCCGGCCGCGGGCCCGCCAGCGAGTCAGGTGTACATACGCCCCAGGGGCCGGAGGLLGLGGL
GGGGGAGTCGCTCGCCGCAGAGGACCAGCGGCCACAGGGCGGGGGAGGGGGTTCGGCGAGC
GGAGCAGGTCGTTCCGAGGAGAAACGCGGGCGCCGAGAAGAAAAAACCTCGTTTTTCGCGCTG
ATTACGAGAAGCGAGGAACAGGACCTTCCTGCCAACGCGGAGAGCGGAGACGAGGCGAAGGTG
CGATCTGAGAGGGAGTTCGACGCCCTCCTCGACCTGCTCTGGTCAGAGGCTGAGCCAACCGAG
AAGCGCAACGGCGCGGGCGATGTGGAAACCGAAGGCAGACCCGTCACCGCGTTCGTCGTCGAC
CCCGCCCAGTGTCCCTACAGCCCAGAGGTCCGACACCAGCTCGATGCGGCACTCCCGCGGCLTG
AAAAGCGACTTCGCCTCGCCTGCGAAGCGCCTCGCCTTCCTTAAGGCTGTCGAACGCAGGCGCC
GAGCGTGCATGGTTCGCGGCCACAAGCAAGTGTACCTACACCACATGCTGTGCCTGCGAATCCT
CGGCGAGATCAGCGAGTGGCTGCTGGACGCCGCCGACGAGCAACTCGACGTCTGGACGGGGC
GCATGCTCCTCCTTCTCTCCATGCAAATCGCGGCCTCGGGCCTCAAGAGCGCAGACCCGCAAAT
GCAGACCTTTTCTTGGGTGGACTTTGCTCAGTCGTGTGCAGAAATCGACAAGAAAGATCGAGGC
GACGCCCGAAACACCCTGCCCGCGACCGAAGCCGAGACTGTTCGGTGGTCCCTACATCGGTGC
ATCTACCACCACCGCTACTGGAACCGCGTCACCTTCTGGGAGGAGGCACTCACGCTGACCATCA
GCGAGGAATTTCAGCGCCAGAAGTTGATGGAGAAGTGGCGAACTATGGGCGACGAGGTTCTTCA
GCAGGAGGAGAAGGCGTTTCGCGAGAGGAATCCTTGCTGCGGGTGTCTCACATCTTTTGGTTCT
TTCATGGTCCTCTACGGCATCGCCCCCGAGCAAGTGCAGTCTCTCCTTCTCGTTGTTTGTCGCGC
TTGTCACTTGGAGGACGAATTCGCAGCCCGCCTCGTCGAAGGAATGCAACAGTTCGCTTCCCCT
ACAGTCAACGCTAACAAAGCCTCCGCTTCATCCTCTTCTGCAGCATCTTCTTCTTCAAGTGTCTCC
TCTTCATCATGTCCACCTTCTTCTTCGTCGGATCCACCTTCTTCGTCACTTCCCTTTGGCTCGGAT
TCTTCTTCAAGGAAAGTCATGGGGAGTCTTGGGTCTCCCGGAGAGGCGGCGCGGGAAGCAGGT
GTCTCTTCCGCGGAGACAGAGATGAGACTGAGGGCGCCCGCAGAGAGGGGAGGAGACAGTTGT
TCTCCGCGTGCAGGCAGCTTCGAAGAGCGCGAGCAGAAACGAGAGGACGAGAGACTATCGGAA
GCGAAGGAAGTCAATACGCCTGGCGAGGGAAGGGAGGAGAAGGAAGAGCGGCAGATACACGAC
GGGCAAGAAAACGACGAGACATTGCAAAAGAGAAAAGACTCGGAGAGGATCGGCTCTTTTTGA
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Séquence codante cMyc-Rab7 entre BamHI et Notl (synthétisée et optimisée
pour la production bactérienne) :

GGATCCgagcagaagctgatctcagaggaggacctgCCAGGCCAGCAGGAGCGAGAGCGTC
CAGAGAGGCTCCTCCGGCATCGAGTGCATGCAGAACGAAAGATGTCTCGGCGA
GAGAAACAGCAGCACAGAGGCGAGACGAAAGGAAACAGCGCGGAAGCGCTTG
TCTCACTCTTCACCATCAGCGAAAAGGCGCCAGGAAGAAGCAGCATCTACGCGT
CTGGGGACTTTGCGCGAACCCCCGCGCGCAGTGTCTCTCGGGTGTCTGGACAC
CCGAGACTGTGTGTGTGTGTTGGCGCCGTCCGCGCCTCTCGTCTCTGCTGCTC
GCGAACTCCGGAGAAAACTTTGCAGAAACAGGTGGAGGAACTTCCTCAAGGAT
CTCTCGGCCTTCCAGGACTCGCCAGACGGTCGCTGAGGCGCTTCTTCTGTGCC
CTGAAGAGAAACGCACGCAGTTTTAAAGCCAGCCTTCTCACGTTTGCCAGTTTC
GCTCCCGCGCGTCGTCGGCTTTCGCAATCCTGCCGTCAGTGTGTCTCGGTCGT
CGGCCGCGGCGCTGGCTTGGGAGGCTCGGCAGCAGAGAAGCTTCAGCGGCCTT
CGCGAGAACGTCCTCGGCCTGCGATTCTCCGCAACTCCTTTCGAAGGTCTTCTC
TTTGGTTTCGGCTTGCGAATCGGTCTCTCTTCCTTGGCACCCCACGGCTTTTGT
ATGCCGCCCAAGAAGAAGGCTCTCTTGAAAGTCATCATCCTCGGGGACAGCGG
GGTAGGCAAGACCTCGCTGATGAACCAGTATGTTAACAAGAAATTTTCGAACCA
GTACAAAGCAACGATTGGCGCGGACTTCCTCACCAAGGATGTCGTCATCGACG
ACAAGGAGGTGACGGTGCAGATCTGGGATACTGCTGGCCAAGAGAGATTTCAG
AGTCTGGGGGTCGCCTTCTACCGCGGCGCAGACTGCTGCGTCCTCGTTTTCGA
CGTGACGAATCCCAAGTCTTTCGAGAGTCTTCAGTCCTGGAAAGAAGAATTTCT
GATCCAGTCCTCTCCGTCGGACCCAGACTCCTTCCCCTTCGTCGTCGTTGGCAA
CAAAGTCGATGAACGAGAGAAGCGCCGAGTGTCATCGAGCAAAGCAGAAGCTT
TCTGTCGTCAGAGCGGAAACGACATTCCCTACTTTGAGACAAGTGCGAAGACAG
CGACGAACGTCCACCTCGCTTTCGAGGAAATTGCCAAGCGTGCGATGCTTCAA
GAAAAACAACAAGAACAAATTTACCTCCCGGAGACACTCACGCTCTCGAACGCG
GACATCCGGCCGGCGCCCATCGACAGCAGCGGCGGCTGCTGCTGAGCGGCCG
C
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Séquence codante cMyc-Rab5B entre BamHI et Notl (synthétisée et optimisée
pour la production bactérienne) :

GGATCCgagcagaagctgatctcagaggaggacctgGGATGCACCGCGAGCTCCACGGCGTCGGCGGGAGG
CGAATCTCAGCTCCGCATGACTAATGCAGGGGGCTCTCTCGACGATGGCTTCTCTGAGAGACTG
AATTTGGAGGCGAAAATTGTTCTGCTGGGGGACAGCGGAGTAGGGAAGAGCAGTTTGGCGCTGC
GCTTCTGTCGAGGCCGCTTTCCTCAGTACCACGAAGTGACCATCGGCGCTGCGTTCCTGCAGCA
AACGATTCGCGTCGGCGACGATGGAAGTCAGCTGAAACTTTACATCTGGGACACCGGCGGGCAG
GAACGCTTCAGAGCGATGGCGCCTCTCTACTATCGCGACGCCGCGGGTGCTGTCGTTGTCTACG
ATGTGACAAATCCGGCTTCCATGGATGCCGTCCGCTTCTGGGTGGAGGAGTTGAAGCAGCGCGG
CCCGGCCAACTGCTGCATTGCCGTTGCTGCGAACAAGAGCGACTCGATGGAAAACTCAGAAAAT
GCAGAGCCTCCACCTGAAGAAGGAACAGCGGGCGTCGACGTGGAAGCTGAACGACGCGCGGAA
ATGAAGAAGTACTGCGCGGCCGAGGGAATGCTTTTCGTCGAGTGTTCTGCGAAGACGGGCTGTA
ACGTCGGCCTCCTCTTCGAGCAACTCGCCAAGGAAGTTTTTGAGCAGCTGAAGCAGAGCATGAT
GGAGTTGTGAGCGGCCGC

Séquence codante cMyc-Rab11B entre BamHI et Notl (synthétisée et optimisée
pour la production bactérienne) :

GGATCCgagcagaagctgatctcagaggaggacctgGCGGGGGGTTCTGAAGACTACGACC
ATCTCTACAAAGTGATTCTGGTGGGAGACGCGACTGTAGGAAAGACGCACTTGC
TTTCGCGTTATATTCGAGGAACTCTGCCCAAGAGCCCGAAAGCCACCATCGGCG
TCGAGTTCGCCACGCGCACGGTGCCGCTCGCAGTCGGCGGAACTGTCAAAGCA
CAGATTTGGGACACAGCTGGTCAAGAGCGGTACCGCAGCATCACCAGCGCGCA
TTACCGCCGCGCAGTAGGTGCGTTGTTGGTTTACGACGTGACGAGGAAGTCCA
CTTTTCTGAATGCGTCAAAATGGCTAGAGGAATTGCGCCAGAACTCGGAGCCTG
ACATCGTCATCATGATGGTTGGGAACAAACTCGACTTGGTCGAAAAAGACCCCA
CAGCTCGAGATGTTCCCTACGAGTTGGCTGCGAAGTTCGCGCAGGCGAACGGC
TTGTATTTCAGCGAGGCGAGTGCAGTGACGGCGTTCAACGTGAAACATATTTTT
GAACATTTGCTCCAGGAGATTTACAACCACAGAACGCAAGGAGAAGAGTTCTCT
GGAAGAGCGAACGGGGCGGATGCGTACAGAGACGCTCAGGCTCTCGGCGGTG
TGCGTCTCGCGGCCAACGCGAACATGTACGGCAGAAACCCTCAGAATCTGTCC
TGCTGTGGCTGAGCGGCCGC
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Résultats
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A. Le compartiment endosomale (ELC) non-
conventionnel et le complexe Rétromere
gouvernent l'intégrité du parasite et I'infection
de I’héte.

Nous avons montré par des expeériences d'immunoprécipitations que la partie C-
terminale cytosolique de la TQSORTLR interagit avec les composants du complexe
Rétromeére. Chez les mammiféres et S. cerevisiae, le complexe Rétromere est connu

pour jouer un réle majeur dans la voie rétrograde du trafic vésiculaire.

Les principaux composants du CRC du complexe Rétromére sont présents chez les
Apicomplexes Vps26, Vps29 et Vps35. Cependant, les protéines SNX essentielles a
'ancrage aux membranes ne sont pas conservées ou tellement divergentes au point
ou leur identification par les outils bio-informatiques n’est pas possible chez T. gondii.
L’étude de ce complexe CRC nous permettra de savoir comment, et qu’elles sont les
fonctions de ce complexe dans le trafic vésiculaire et la biogenése des organites
apicaux du parasite. Il est important de déceler les protéines et les voies du trafic du
parasite, éventuellement d’identifier des protéines régulatrices spécifiques afin d’avoir

des cibles pour des thérapies nouvelles.

Au cours de ce travail, nous avons caractérisé la composition du CRC, déterminer la
localisation de chacun des composants, identifier les partenaires connus et spécifiques
chez T. gondii. Ensuite, nous avons démontré que ce complexe est essentiel a la
biogenése de tous les organites apicaux micronemes, rhoptries et granules denses,
donc a la virulence mémes du parasite. De plus le complexe interagit avec des
protéines spécifiques aux Apicomplexes, et semble assurer I'intégrité de I'architecture
corporelle du parasite. Ces travaux ont conduit a la rédaction et soumission d’un

I'article dont les résultats sont résumés ci-dessous.
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SUMMARY

Membrane trafficking pathways play critical roles in Apicomplexan, a phylum of
protozoan parasites that cause life-threatening diseases worldwide. Here, we
report the first retromer-trafficking interactome in Toxoplasma gondii. This
retromer complex is typified by a singular architecture with a trimer Vps35-
Vps26-Vps29 core complex that serves as a hub for the known endosome-like
compartment (ELC) and parasite-specific proteins. Conditional ablation of
TgVps35 revealed that the retromer complex is not only crucial for the
biogenesis of secretory organelles, but also for maintaining parasite
architecture. We demonstrated that TgHP12 is a novel parasite-specific cargo
sorting protein that exhibits functions unrelated to secretory organelle
formation. Furthermore, we discovered the previously uncharacterized TgHPO3,
which is a multiple ligand transporter maintained at the parasite membrane by
retromer-mediated endocytic recycling. Thus, our findings highlight that both
evolutionarily conserved and unconventional proteins act in concert by
controlling retrograde transport that is essential for parasite integrity and host

infection.
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Les protéines TgVps26 et TgVps35 ont été identifié par immunoprécipitation (IP) avec
la région C-terminale de la TQSORTLR. Des souches parasitaires RHAK80 ont été
construites avec une étiquette HA pour TgVps26-HA et TgVps35-HA (Sloves et al.,
2012). Afin d’avoir les trois composants du CRC, nous avons également construit le
parasite TgVp29-cMyc avec une étiquette cMyc. Les trois souches parasitaires ont été
utilisées pour immunoprécipiter avec des billes agarose anti-HA et anti-cMyc, ces trois
protéines afin de confirmer leur purification et enrichissement spécifiques (Figure 1 A).
Nous avons ensuite utilisé I'immunoprecipitation pour vérifier que TgSORTLR co-
immuno-précipite avec les composants du Rétromeére. La protéine TgSORTLR est
révélée par immuno-marquage dans les IPs TgVps35 et TgVps26 mais pas dans I'lP
TgVps29 (Figure 1 B). Afin de déterminer la stocechiométrie de chaque composant du
complexe Rétromere, nous avons utilisé une technique de guantification absolue en
spectrométrie de masse. Ces résultats indiquent que le ratio entre TgVps35 et
TgVps26 est de 1: 1, alors que celui de TgVps35 et TgVps29 est de 3 : 1 (Figure 1
C). Ces données suggerent que TgVps29 est I'élément régulateur de la formation du
complexe lorsqu’un ratio de 1 : 1 : 1 est requis pour obtenir un Rétromeére fonctionnel.
Nous avons ensuite identifié 17 protéines partenaires du CRC dans linteractome
(Figure 1 D), a partir des criteres de sélections suivants : 1) identifier avec au moins 2
peptides spécifiques ; 2) dans au moins deux immunoprécipitations d’'un composant
du Rétromeére; 3) absente du contrdle négatif (Table S1). TgVps35 et TgVps26
partagent la plupart des partenaires 12 sur 17 (Figure 1 D). L’analyse fonctionnelle des
partenaires révele que la présence de Rab5B, un marqueur des endosomes précoces
et Rab11B, un autre marqueur qui est essentiel pour la biogenése du complexe
membranaire interne (IMC). La protéine TBC1D5 régulatrice de Rab7 est également
présente. Nous confirmons aussi la présence de TgSORTLR, et d’'une protéine
SNARE essentielle a la fusion des membranes. Sur les 17 partenaires, 9 sont des
protéines hypothétiques (HP) qui sont des protéines spécifiques du parasite dont les
fonctions sont actuellement inconnues (Figure 1 D). Par microscopie confocal,
TgVps26, TgVps29 et TgVps35 co-localisent avec TgSORTLR, VP1 et proM2AP, deux
marqueurs du TGN et 'ELC (Figure 1 E), indiquant qu’a travers ces deux
compartiments, le Rétromére joue proprement une fonction de recyclage des vésicules
(Figure 1 F).
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La protéine Vps35 est connue pour étre au cceur de 'assemblage du Rétromére chez
les mammiferes et S. cerevisiae. Afin de déterminer le réle biologique du Rétromere
chez T. gondii, nous avons généré un mutant conditionnel avec le systeme ATc
(Anhidro-Tétra-cycline) que nous avons dénommeé iKoTgVps35 (Figure 2A). Nous
avons vérifié l'intégration du plasmide dans le locus TgVps35 pour trois clones
différents (Figure 2 B). Apres un traitement ATc de 48h sur les parasites, la protéine
HA-TgVps35 n’est plus détectable par immuno-marquage sur les trois clones,
contrairement aux parasites non traités (Figure 2C), ainsi qu’en immunofluorescence
anti-HA (Figure 2 D). Pour confirmer les phénotypes observés lors de la disruption du
gene TgVps35, nous avons introduit une autre copie du gene TgVps35 avec une
étiquette cMyc (Comp-iKoTgVps35) dans le locus uracil phosphoribosyl transférase
(UPRT). En I'absence de la protéine TgVps35, le parasite est incapable d’envahir la
cellule hoéte (Figure 2E) et de faire des plaques aprés plusieurs cycles lytiques
d’invasion et de ré-invasion des cellules hétes (Figure 2F). Les phénotypes normaux
sont restaurés dans le parasite Comp-IKoTgVps35 comme avec la souche sauvage
RH Tati (Figure 2E ; Figure 2F). Chez la souris, I'infection avec une dose létale de la
souche iIKoTgVps35 en présence d’ATc ne conduit pas a la mort de I'animal (Figure
2G) et ne protége pas la souris contre une infection ultérieure avec une souche
virulente RH de type sauvage (Figure 2H) ; contrairement au contréle sans ATc, Comp-
iIKoTgVps35 et RH Tati (Figure 2G ; Figure 2H). Tgvps35 est essentielle a la virulence
du parasite, et son absence ne confére pas un statut d’'immunité contre une nouvelle
infection.

En microscopie électronique, aprés un traitement de 48h, le parasite iIKoTgVps35
montre une morphologie structurale completement désorganisée et une absence de
tous les organites de sécrétion : micronémes, rhoptries et granules denses (Figure 3B ;
Figure 3C), contrairement au parasite non traité (Figure 3A). En présence d’ATc le
parasite Comp-iKoTgVps35 montre un phénotype normal (Figure 3 D). TgVps35 est
essentielle a la biogenese des organites qui sont responsables de la virulence du
parasite. Nous avons étudié le devenir des protéines contenues dans ses organites.
Les protéines de ROP et de MIC sont complétement délocalisées dans la vacuole
parasitophore (Figure 4A panneau inferieur, droit et intermédiaire), de plus la protéine
GRAL dont la localisation normale est au tour de la membrane de la VP (Figure 4A
panneau supérieur, gauche), se retrouve retenue dans le parasite et I'espace intra-

vacuolaire de la VP (Figure 4A panneau inferieur, gauche). En I'absence de TgVps35,
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limmuno-marquage des protéines de ROP et MIC montrent un défaut dans le
processus de maturation protéolytique connue ; ces protéines sont essentiellement
dans leurs formes immatures (Figure 4C). La complémentation (Comp-iKoTgVps35)
corrige parfaitement I'ensemble des phénotypes et des défauts e€énoncés
précédemment (Figure 4B et Figure 4D). Tous ces résultats suggérent que la fonction
du Rétromére est essentielle au trafic normal des protéines de sécrétion et a la

biogenése des organites apicaux.

Dans la Figure 4B, nous avons remarqué que le niveau de TgSORTLR qui est le
récepteur transporteur des protéines ROP et des MIC reste inchangé en présence ou
en absence de TgVps35 (idem pour le contrdle interne ENO2). Suggérant que la
protéine TgSORTLR n’est pas dégradée en I'absence de fonction du Rétromere.
Grace a une technique de microscopie a fluorescence haute résolution SIM
(Structured lllumination Microscopy), nous avons déterminé la localisation de
TgSORTLR en I'absence de TgVps35. Dans les conditions normales, environ 20% de
TgSORTLR co-distribue avec le marqueur golgien GRASP-RFP, en I'absence de
TgVps35, TgSORTLR perd cette codistribution avec le marqueur golgien (Figure 5A,
B). En absence de TgVps35, la codistribution de TQSORTLR est fortement augmentée
avec le marqueur Rab5A et Rab7, respectivement 90% (Figure 5C, D) et 99% (Figure
5E, F) ; contrairement aux conditions normales avec une codistribution de 60% pour
Rab5A (Figure 5C, D) et 50% pour Rab7 (Figure 5E, F). Nous avons réalisé des
expériences d’interactions in vitro, montrant que TgVps26 fixe Rab7 d’'une maniére
GTP-dépendante. Les protéines Rab11B et Rab5B identifiées dans l'interactome sont
fixées par TgVps26 et TgVps35 indépendamment du statut GPT/GDP de ses
GTPases (Figure S1). Ces résultats sont en accord avec le modele que nous
proposons (Figure 5G) selon lequel TQgSORTLR est recyclée par le complexe
Rétromére a partir du compartiment Rab7 positif, et ce recyclage est essentiel au

transport et a la biogenése des organites tels que les micronemes et rhoptries.

La question principale qui se pose est de savoir si le complexe Rétromere a une autre
fonction difféerente du recyclage de la TgSORTLR. Nous avons alors généré un
parasite Knock-in (KI) de TgVps35 avec une étiquette HA, dans le mutant conditionnel
iIKoTgSORTLR. En l'absence de TgSORTLR une partie de la protéine TgVps35 a une

localisation plus diffuse dans le cytoplasme du parasite (Figure 6A panneau droit) par
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rapport au mutant non traité ATc (Figure 6A panneau gauche). Cependant, une grande
partie de TgVps35 est néanmoins correctement localisée a 'ELC (Figure 6A panneau
droit), suggérant que le Rétromére est impliqué dans le recyclage d’autres cargos.
Nous avons alors cherché des motifs indiquant la présence de transporteurs parmi les
9 protéines HP de l'interactome. Nous avons identifié une protéine transmembranaire
de typel TgHP12 avec un domaine « coiled-coil » en extrémité C-terminale (Figure
S2A), conservée dans le phylum des Apicomplexa (Figure 6B). Cette extrémité C-
terminale présente plusieurs homologies mais faibles avec la Rabenosyne-5 et FIP2
connues pour des interactions avec les Rabs (Figure S2B) (Eathiraj et al., 2005; Lall
et al., 2013), ainsi que la région « coiled-coil » semblable a celle des « Syntaxin »
(Figure S2B). Nous avons déterminé les interactions entre TgHP12 et les composants
du Rétromére, par un « knock in » (KI) de TgHP12 avec une étiquette cMyc dans le
mutant iKoTgVps35. La protéine TgHP12 co-localise avec HA-TgVps35 et fortement
avec TgSORTLR (Figure 6C, panneau supérieur). Toutefois, il n’existe pas de
colocalization avec les marqueurs de 'ELC, proM2AP et CPL (Figure 6C, panneau
inferieur), suggérant que TgHP12 est plus localisée dans le TGN que dans I'ELC.
TgHP12 immunoprécipite TgVps26, TgVps29 et TgVps35 ainsi que TgSORTLR (Table
2, panneau D de la Figure 6), et réciproquement chaque composant du CRC
immunoprécipite TgHP12 (Figure 6E). L’élution de I'lP TgHP12 contient TgVps35
(Figure 6G) et TgSORTLR (Figure 6F). Nous avons utilisé la disruption du géne grace
au systeme CRISPR/CAS9 afin de déterminer ses fonctions éventuelles (Figure S1C).
Nous avons vérifié que le gene TgHP12 est correctement interrompu ainsi que
'expression de la protéine correspondante par IFA (Figure S1D, panneau supérieur,
premier & gauche). Nous avons découvert que TgHP12 n’a pas une fonction nullement
apparentée au TgSORTLR, car son absence n’affecte ni le transport des micronemes,
ni celui de rhoptries ; ainsi que les granules denses non plus (Figure S1D). TgHP12
interagit avec d’autres protéines (Table S3), suggérant le réle de cette protéine dans
une autre voie de trafic vésiculaire si elle est vraiment impliquée dans le transport de

protéines, ce qui n’est pas prouvé a I'état actuel de nos travaux.

L’interactome et I'analyse bio-informatique nous ont permis d’identifier TgHPO03; une
protéine avec une topologie a 12 domaines transmembranaires. L’analyse structurale
prédit que cette protéine appartient a la famille des MSF (major facilitator superfamilly)

(Figure 7A). Cette famille de protéines facilitent le mouvement de petites molécules a
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travers la membrane plasmique (Law et al., 2008). Nous avons donc cherché a établir
un lien entre le Rétromeére et une protéine a multiples domaines transmembranaires
donc un potentiel transporteur de la membrane plasmique. Pour déterminer la
localisation de TgHPO3, nous avons généré un parasite KI TgJHP03 avec une étiquette
cMyc en position C-terminale. L’'immunofluorescence sans perméabilisation de
parasites extracellulaires confirme la localisation membranaire et la topologie de la
protéine (Figure 7B ; 7C panneau supérieur gauche) ; ceci est confirmé aussi dans les
parasites intracellulaires (Figure 7C panneau supérieur droit). En l'absence de
TgVps35, la protéine TgHPO3 perd sa localisation membranaire et devient vésiculaire
dans le cytoplasme du parasite (Figure 7C, panneau inferieur droit et gauche). Le
niveau de la protéine TgHPO03 en immuno-marquage reste inchangé en I'absence ou
en présence d’ATc (Figure 7E ; 7F), signifiant qu’elle ne suit pas la voie de dégradation
vers le lysosome, comme c’est cas chez les mammiféres pour ce type de transporteurs
(McGough et al. 2004). Nous avons vérifié si cette délocalisation en I'absence de
TgVps35 est spécifique seulement a ce type de protéine membranaire. Nous avons
donc vérifié la localisation des glycosyl-phosphatidylinositol (GPI)-anchored major
surface SAG1 et SAG3 (Nagel and Boothroyd, 1989; Tomavo et al., 1989), dont les
localisations ne changent pas en absence de TgVps35 (Figure 7D). Ces résultats
suggerent que le Rétromere de T. gondii est impliqué dans le recyclage spécifique de
protéines MSF entre les endosomes et la membrane plasmigue mais probablement

également pour d’autres protéines transmembranaires, ce qui reste a démontrer.

En conclusion, nos résultats démontrent tout d’abord que le Rétromére de T. gondii
est fonctionnel, et que sa fonction de recyclage de TgSORTLR entre le compartiment
Rab7 positif et le TGN, est essentielle a la biogenese des organites tels que les
micronemes et rhoptries, mais aussi des granules denses. Ensuite, le Rétromére
interagit avec une protéine transmembranaire de type 1 TgHP12 parasitaire-
spécifique, évoluant probablement dans des voies de trafic différentes de celle de la
TgSORTLR. Enfin, le Rétromere recycle une protéine transmembranaire de type MSF
TgHPO03, entre le compartiment endosomale et la membrane plasmique. Ce dernier
résultat suggére pour la premiére fois I'existence d’'une voie de recyclage endocytique

dépendante du complexe Rétromere chez T. gondii (Figure 7G).
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Figure 1

Figure 1. Interactome Reveals Cargo-Selective Complex and Other Interactors
with the Retromer of T. gondii. (A) Co-immunoprecipitates of TgVps35-HA,
TgVps26-HA, and TgVps29-cMyc were probed with rabbit anti-HA and anti-cMyc
antibodies (lanes 2-4). Negative controls using untagged parental RH TaTi parasites
(lanes 5 and 6) and total SDS-protein extracts (lane 1, input) are also shown. (B)
Immunoblots of TgSORTLR in TgVps35-HA and TgVps26-HA coimmunoprecipitates.
(C) Absolute quantification of each retromer component was performed using LCSRM
and isotope-labeled reference peptides. Protein ratios from duplicate experiments
were averaged, and protein stoichiometry was shown. Also see Table S1. (D) Retromer
interactome identified TgVps35, TgVps29, and TgVps26 (red), TgSORTLR (blue) in
addition to the putative phosphatidylinositol synthase (PPS), transporter major
facilitator family protein (TMFFP), putative N-ethylmaleimide sensitive fusion protein
(NSF), multi-pass transmembrane protein (MTP), Rab5, Rab11B, Rab7-GAP regulator
TBC1D5A homolog, and parasite-specific hypothetical proteins (HP). Also see Table
S2. (E) Immunofluorescence of TgVps35, TgVps26, and TgVps29 is shown to co-
localize with TgSORTLR, proM2AP and VP1. Bars, 2 ym. (F) Ultrathin section of T.
gondii (left panel) and a magnified image of the ELC (right panel), in which the
TgVps35-TgVps29-TgVps26 trimer resides with TgSORTLR. Thin arrows indicate
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vesicles emerging from ER and Golgi to TGN; bold arrows indicate those from Golgi to
plasma membrane. Cy, cytosome; N, nucleus; G, Golgi;ER, endoplasmic reticulum; M,

mitochondria; DG, dense granules; Mn: micronemes. Bars, 200 nm.
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Figure 2

Figure 2. Conditional Ablation of TgVps35 Gene and Resultant Phenotypic
Traits. (A) Schematic of the approach used for the conditional ablation of the TgVps35
gene. (B) PCR analysis of three clones with conditional disruption of TgVps35 and the
parental line. Superoxide dismutase (SOD) served as the positive control. Also see
Table S4 for primers. (C) Immunoblots of the three conditional iIKoTgVps35 mutants
and RH TaTi parasites in the presence or absence of ATc. Immunoblots were probed
with anti-HA antibodies. Actin served as a loading control. (D) Confirmation of TgVps35
conditional depletion by confocal imaging. DAPI was used to stain nuclei. Bars, 2 ym.
(E) Host cell invasion was assayed in iKoTgVps35 and complemented mutants in the
presence and absence of ATc. Bars indicate mean + SD (n= 3, P<0.001 by Student’s
test). (F) Host cell lytic plaques were examined in TgVsp35-deficient mutants,

CompiKoTgVsp35, and parental RH TaTi parasites in the presence or absence of ATc.
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(G) Survival of mice infected with TgVsp35-deficient mutants, Comp-iKoTgVsp35, and
parental RH TaTi parasites in the presence and absence of ATc treatment was
determined for 30 days. (H) Avirulent TgVps35-depleted parasites do not confer

protective immunity to reinfection with wild-type parasites.

Figure 3

Figure 3. The TgVsp35 Gene Is Essential for Secretory Organelle Biogenesis and
Maintenance of Parasite Morphology. (A) Transmission electron microscopy
showing normal banana-shape morphology of iIKoTgVps35 parasites in the absence
of ATc. (B) An iKoTgVps35 mutant showing an aberrant morphology. (C) Four
replicated daughter iKoTgVsp35 mutants with disorganized body shapes without
rhoptries, micronemes, and dense granules. (D) Complementation of iIKoTgVps35
mutants restored normal parasite morphology with the presence of secretory
organelles. N, nucleus; G, Golgi; ER, endoplasmic reticulum; C, conoid; M,
mitochondria; Rh, rhoptries; Mn, micronemes; DG, dense granules. Bars, 200 nm.
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Figure 4. Conditional Ablation of TgVps35 Results in Unprocessed and
Missorted ROP, MIC, and DG proteins. (A) Immunofluorescences of ROP2-4, MIC5,
and GRAL proteins in iKoTgVps35 mutants in the presence (lower panels) or absence
of ATc (upper panels). (B) Immunofluorescences of MIC5, ROP1, and GRA3 proteins
in complemented iIKoTgVps35 mutants in the presence (lower panels) or absence of
ATc (upper panels). Bars, 2 um. (C) Immunoblots of iKoTgVps35 mutants probed with
anti-ROP1, ROP2, proROP4, ROP4, M2AP, proMIC5 and MIC5. TgSORTLR and
ENOZ2 protein levels were identical in both ATc-treated and untreated mutants. (D)
Immunoblots of complemented iKoTgVps35 mutants probed with anti-ROP1, ROP2,
proROP4, ROP4, M2AP, proMIC5, and MIC5 antibodies. ENO2 protein levels were
identical in both ATc-treated and untreated mutants.
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Figure 5

Figure 5. Recycling of TgSORTLR Is Blocked in Rab5- and Rab7-decorated
Endosome-like Structures. (A and B) Visualization and quantification of the co-
distribution of TgSORTLR with Golgi marker GRASP in iKoTgVps35 mutants by SIM
in the absence or presence of ATc. (C) and (D) Co-distribution of TgSORTLR and
guantification in iIKoTgVps35 mutants with the marker of early endosome Rab5A in the
presence or absence of ATc. (E) and (F) Co-distribution of TgSORTLR and
guantification in iIKoTgVps35 mutants with the marker of late endosome marker Rab7
as above. Bars indicated the mean n= 90 parasites + SD, P<0.0001. Also related to
Figure S1. (G) Proposed model of Rab7 as the key small GTPase in recycling of
TgSORTLR from endosomes to TGN for another round of ROP and MIC transport and

secretory organelle biogenesis.
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D Table 2

Accession | Name |MW[kDa] z°°‘(’;)’a-"e :;”"?““e EPepti
o p

TGGT1_294220 | TgHP12 622 | 78 | 53 53

TGGT1_290160 | TgSORTLR | 1134 | 35 | 32 32

TGGT1_263500 | TgVps26 | 42.2 8 2 2

TGGT1_242660 | TgVps35 | 955 | 7 | 5 5

TGGT1_ 252430 | TgVps29 | 223 | 6 1 1

Neg
E IP: TgVps35 TgVps26 TgVps29 control
S70—
ST T B = —-— «TgHP12
I l.kk EBOKEKE x
I e :
| —
""”5 "?&”33‘ i':\”;“’ Tis¥ILE 55 — . * IgGn
¢ F G
IP: TgHP12 control
Neg
IP: TgHP12  control 100 — s +TgSORTLR
70 —
100 — <+ HA-TgVps35 p — <+=TgHP12-cMyc

<+ TgHP12-cMyc

MW (kDa)
-
=}
‘l
MW (kDa)

o
a
|

25— *IgGL *IgGL

Figure 6

Figure 6. TgHP12 Is a Novel Putative Cargo-Sorting Receptor. (A) Confocal
imaging of TgVps35-HA knock-in in iKoTQSORTLR mutants in the presence or
absence of ATc treatment. Bars, 5 um. (B) Putative alignment of the helical region in
TgHP12 protein and in orthologues from apicomplexan parasites with human syntaxin
(pdb 1n7s_B, syntaxin), rabenosyn-5 (1z0j_B and 1z0k_B), and FIP2 (pdb 3tso_C).
Secondary structures are reported above and below the alignment. Stars indicate
amino acids involved in Rab binding (rabenosyn-5 and FIP2) and the conserved
glutamine of syntaxin that participates in the ionic central layer of SNARE complexes.
Genbank identifier (gi) and N- and C-terminal limits are as follows: Theileria annulata
(85000999, aa 239- 297), Neospora caninum (401395596, aa 42-100), Eimeria
maxima (557188226, aa 283-342), Babesia equi (510902511, aa 253-311), and
Plasmodium falciparum (583212139, aa 375-433). Also see Figure S2. (C) Confocal
imaging of TgHP12 with TgVps35, TgSORTLR, CPL, and proM2AP. (D) Co-
immunoprecipitates of TgHP12 were analyzed by mass spectrometry to reveal
TgVps35, TgVps29, TgVps26, and TgSORTLR. Also see Table S3. (E) Reverse
immunoprecipitation of knock-in TgVps35-HA, TgVps29-cMyc, or TgVps26-HA
revealed binding with TgHP12. (F) TgHP12-cMyc and TgVps35-HA proteins were
concomitantly coimmunoprecipitated in parasites with knock-in TgHP12-
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cMyc/iKoTgVps35. (G) TgHP12-cMyc and TgSORTLR proteins were concomitantly
coimmunoprecipitated from parasites with knock-in TgHP12-cMyc/iKoTgVps35.
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Figure 7

Figure 7. Retromer Is Required to Maintain the Plasma Membrane of TgHPO03. (A)
Schematic representation of TgHPO3 topology inside the parasite membrane. (B)
Confocal imaging of extracellular parasites with knock-in TgHP03- cMyc/iKoTgVps35
in the absence of ATc and detergent permeabilization. (C) Magnified image of an
extracellular parasite with knock-in TgHPO03- cMyc/iKoTgVps35 (upper, left panel), an
intracellular parasite with knock-in TgHPO03- cMyc/iKoTgVps35 in the absence of ATc
and detergent permeabilization (upper, right panel), an intracellular parasite with
knock-in TgHP03-Myc/iKoTgVps35 in the presence of ATc treatment followed by
detergent permeabilization (lower, left panel), and an intracellular parasite with knock-
in TgHPO03-cMyc/iKoTgVps35 in the presence of ATc treatment followed by detergent
permeabilization (lower, right panel). (D) The surface localization of GPI-anchored
SAG1 and SAG3 were determined in iKoTgVps35 mutants in the presence or absence
of ATc. (E) Immunoblots of parasites with knock-in TgHP03-cMyc/iKoTgVps35 in the

presence or absence of ATc. ENO2 was used as a loading control. (F) Quantification
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of TgHPO3 levels in these parasites in the presence or absence of ATc. (G)
Comparative models of retromer-mediated endocytic recycling of diverse sorting
cargoes between Toxoplasma gondii and mammalian cells. No recognizable sorting
nexins, BAR-containing domain proteins as well as lysosomal-like protein degradation
have been identified in T. gondii. Instead, the retromer-dependent recycling is essential
for secretory organelle formation and parasite shape.
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Figure S1. Rab7 specifically interacts to the core retromer component TgVps26.
(A) and (H) Immunoblots demonstrating that only Rab7 physically interacts with
TgVsp26 protein in GTP-dependent manner.
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Figure S2

Figure S2. Bioinformatics and Genetic analyses of TgHP12 (A) Hydrophobic
Cluster Analysis (Callebaut et al., 1997 was used to identify TgHP12 homologs.
The sequences are shown on a duplicated helical net, on which hydrophobic amino
acids (VIL M F Y W) are contoured. These form cluster, which mainly corresponds to
the internal faces of regular secondary structures. As clusters are much more
conserved than 1D sequence, these can be used to compare highly divergent
sequences and to highlight conserved regions. This is specifically the case here, as a
conserved helical region (boxed) can be highlighted on the entire TgHP12 sequences
after a putative transmembrane (TM) segment. Cluster similarities are indicated in
green, whereas sequence identities/similarities are shown in orange and pink. (B)
Experimental 3D structures of proteins including segments (colored), which share
some sequence similarities with the conserved helical region of TgHP12. The colored
segments correspond to those highlighted on the sequence alignment shown in Figure
6B. Rab proteins are shown in yellow (at right). (C) Map of plasmid used for TgHP03
disruption by CRISPR/CAS9 system. (D) Confocal images of intracellular tachyzoites
whose TgHPO03 gene was disrupted by transient transfection of CRISPR/CAS9 plasmid
and stained by anti-TgHPO03, anti-ROP1, anti-MIC5, antiGRA3 and anti-GAP45
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antibodies (upper panels). As negative controls, parental tachyzoites were not
transfected and stained with the same antibodies. Note that there is no phenotypic
difference between Cas9-mediated disruption of TgHPO3 and the parental parasites
for biogenesis of rhoptries, micronemes and dense granules. Using the profile-profile
comparison tool HH-PRED (So6ding et al., 2005), potential relationships of TgHP12
helical region were highlighted with two helical structures present in Rabenosyn-5 and
FIP2 (Figure 6B and Figure S1B), known to be involved in the interaction with the Rab
switch regions (Eathiraj et al., 2005; Lall et al., 2013). Another putative similarity was
also established with the coiled-coil region of syntaxin, with which TgHP12 shares
typical heptad repeats (Figure 6B and Figure S1B). Interestingly, a conserved histidine
present in the TgHP12 homologs aligns with the syntaxin glutamine known to interact
with both glutamine and arginine residues in the ionic central layer of SNARE
complexes (Ernst and Brunger, 2002). Because these similarities represent only short
segments, no statistical evidence could clearly establish a significant relationship with
one or another protein. In addition, we presently failed to demonstrate Rab-binding
activity to recombinant TgHP12 protein. Further experimental validations that are
presently beyond the scope of this study are required to ascribe a possible SNARE-

mediated vesicle fusion or Rab-binding-like function to TgHP12.
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B. Caractérisation d’une protéine atypique a
domaine BAR (Bin-Amphiphysin-Rvs) et SBF2
(Set Binding Factor) TgHP25, chez Toxoplasma
gondii

l. ldentification de la protéine par immunoprecipitation
de TgVps35-HA dans le parasite IkKOTgSORTLR

L’obtention du parasite KiTgVps35-HA dans le mutant iKoTgSORTLR nous a permis
d’observer qu’en absence de la TQSORTLR dans les conditions ATc, une partie de la
protéine TgVps35 est diffuse dans le cytosol mais une seconde partie est toujours
correctement localisée au sein de I'ECL (Article Figure 6A). Ce résultat suggéere que
le complexe Rétromere prend en charge d’autres types de cargo différents de la
TgSORTLR. Nous avons alors utilisé le parasite KiTgVps35-HA/IKOTgSORTLR pour
réaliser des IPs comparatives avec TgVps35 en présence et en absence de la
TgSORTLR (Figure 18).
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Figure 18: Immunoprecipitions TgVps35 en absence et en presence d’ATc.
Franction totale du lysat (Input) ; fraction non retenue apres incubation sur billes anti-HA
(FT) ; fraction eluée (HA-TgVps35-IP) ; fraction restante sur bille anti-HA aprés elution
(billes). Le contrdle HA-IP correspond a un lysat parasitaire de RH sauvage. En bleu est
indique la bande de la TJSORTLR (110 KDa) et en rouge la TgVps35 (95 KDa).
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Le traitement ATc des parasites permet de diminuer drastiquement la quantité de
TgSORTLR immunoprécipitée avec TgVps35, comparativement avec I'IP sans
traitement ATc. Les deux élutions avec et sans la TgSORTLR ont été ensuite
analysées en spectrométrie de masse pour identifier les partenaires. Pour les résultats
globaux sans application de filtres, dans I'lP (-ATc) 793 protéines ont été identifiées
contre 818 dans I'lP (+ATc). 633 protéines sont communes aux deux IPs, 160 sont
spécifiques a I'lP (-ATc) et 183 a I'lP (+ATc) (Figure 18 A). Nous avons ensuite
appliqué un filtre (obtenue a partir des identifications du contrble IP) permettant de
soustraire toute les protéines qui viennent de maniere non-spécifique dans les deux
IPs.

-ATc ATc

Figure 19: Analyse protéomique des résultats d’IPs TgVps35. Diagramme de
verne représentant la comparaison entre le nombre de protéines identifiées en

spectrométrie de masse en absence et en présence d’ATc.
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Onze (11) protéine spécifiques, venant uniquement dans I'une ou l'autre des deux IPs
ont été sélectionnées. Afin de déterminer si ces protéines sont quantitativement
présentent dans les IPs, nous avons utilisé une technique de quantification relative
« Label-free ». Cette technique est basée sur le compte du nombre de spectres
MS/MS de peptides spécifique (minimum 3) d’une protéine. Sur cette base 6 protéines
ont été quantifiées avec un minimum de 2 peptides, dont 3 avec un minimum de 3
peptides spécifiques (Tableau 4). Nous avons effectué une analyse bio-informatique
afin de détecter des domaines particuliers sur cette liste de protéines (ExpaSy). Dans
cette liste nous avons la protéine impliquée dans le transport pour « trafficking protein»
Monl, trois protéines HP sans domaine apparent, une HP avec un domaine putatif
transmembranaire et un HP avec un domaine BAR (Bin-Amphiphysin-Rvs) en N-
terminale (Tableau 4). Comme ce domaine BAR est présent dans certaines SNX, nous
nous sommes donc intéressés a cette protéine HP dénommée donc TgHP25
(TGGT1_259720) et qui est 5 fois plus présente dans I'IlP (+ATc) (Figure 20). Ce
résultat suggere que la fixation de TgHP25 sur TgVps35 est indépendante de la

présence de TgSORTLR, donc dans une voie de trafic indépendante a cette derniere.

101



Nom Protéine

1 TGGT1_246580

2 TGGT1_410370

3 TGGT1_259720

4 TGGT1_257760

5 TGGT1_204310

6 TGGT1_291120

16E407
L4E+07
126407
LOE+07
8.0E406 ~
6.0E406
4.0E406
206406

Tableau 4 : Liste des protéines quantifiées en Label free

Description Protéine

| organism=Toxoplasma_gondii_GT1 | product=hypothetical protein |
location=TGGT1_chrXIl:2793978-2797673(+) | length=383 | sequence_SO=chromosome |
SO=protein_coding

| organism=Toxoplasma_gondii_GT1 | product=putative transmembrane protein |

location=AAQMO03000265:733-2584(+) | length=435 | sequence_SO=contig | SO=protein_coding

| organism=Toxoplasma_gondii_GT1 | product=hypothetical protein |
location=TGGT1_chrVIIb:2665016-2671225(+) | length=976 | sequence_SO=chromosome |
SO=protein_coding

| organism=Toxoplasma_gondii_GT1 | product=hypothetical protein |
location=TGGT1_chrViib:3778456-3782184(-) | length=1242 | sequence_SO=chromosome |
SO=protein_coding

| organism=Toxoplasma_gondii_GT1 | product=hypothetical protein |
location=TGGT1_chrVIla:1788679-1809781(+) | length=2209 | sequence_SO=chromosome |
SO=protein_coding

| organism=Toxoplasma_gondii_GT1 | product=trafficking protein mon1 subfamily protein |
location=TGGT1_chriX:3938096-3949369(+) | length=1086 | sequence_SO=chromosome |
SO=protein_coding
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Figure 20 : Quantification « Label free » de la protéine TgHP25 dans les IPs

TgVps35. Le Label free est une technique semi-quantitative, permettant de compter le

nombre de spectres MS/MS des peptiques spécifiques d’'une protéine. La sommation

de 'ensemble des spectres permet d’obtenir une relative quantification de la protéine

dans I'’échantillon. La protéine TgHP25 est 5 fois plus présente dans I'lP en présence

d’ATc qu’en absence d’ATc. Echelle unité arbitraire.
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Par des analyses structurales de bio-informatique (HCA) (faites par Isabelle Callebaut,
Université Paris VI), nous avons confirmé la présence du domaine BAR et la présence
éventuelle d’autres domaines pouvant valider 'hypothése que cette protéine pourrait
étre une SNX potentielle. Ces analyses confirment bien la présence d’'un domaine BAR
en position N-terminale (rouge) acides aminés 80-380 et en C-terminale d’'un domaine
SBF2 (Set Binding Factor) avec un domaine spécifique a T. gondii (Trait vert en
pointillé) entre les acides aminés 500 et 700 et une partie conservée (trait vert plein)

entre les acides aminés 710 et 830 (Figure 21).

La structure du domaine BAR en dimer a été modélisée a partir du domaine EFC de
FBP17 (pdb 2efl) (Figure 22). Le domaine SBF2 présente dans les protéines
Myotubularine (Kim et al., 2002); (Tsujita et al., 2004); (Silhankova et al., 2010);
(Velichkova et al., 2010) est connu pour avoir une activité GEF (Guanoside Exchange
Factor), donc de fixer les protéines Rabs dans leur forme GDP. Ces résultats indiquent
gue nous avons une protéine hypothétiques chimérique TgHP25 avec un domaine
BAR permettant la fixation et la courbure de membranes et un domaine SBF2 connu

pour son activité GEF.
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Figure 21: Approche HCA (Hydrophobic Cluster Analysis) de la protéine
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Figure 22 : Model du domaine F-BAR de TgHP25. La structure moule est

celle du domaine EFC de FBP17 (pdb 2efl)
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ll. Etudes fonctionnelles de la protéine TgHP25

a. Lalocalisation de la protéine TgHP25

Afin de déterminer la localisation de TgHP25 au sein du parasite, nous avons amplifié
3000pb d’ADN génomique (Figure 23) qui est introduit dans le plasmide pLIC-cMyc-
TUBSCAT.

Insert
TgHP25

Figure 23 : Amplification de I'insert TgHP25 a partir de ’ADN génomique du

parasite.

Le plasmide a été ensuite utilisé pour transfecter le parasite mutant iKoTgVps35.
TgHP25 présente une localisation vésiculaire reparti dans 'ensemble du cytoplasme
aussi bien vers le coté apical que basal. Comme on peut le voir sur la Figure 13, la
protéine ne présente pas de contact avec la protéine GRA3 délimitant la vacuole
parasitophore et GAP45 pour le complexe membranaire interne (Figure 24). Nous
avons observé que la protéine TgHP25, bien que détectée de maniere significative
dans I'lP TgVps35 ; ne co-localise pas particulierement avec cette derniere. TgHP25
semble étre dans un compartiment au-dessus de TgVps35 avec quelques points de
co-localisations mineures avec TgVps35 (Figure 25 A). Comme pour TgVps35,
TgHP25 co-localise aussi trés peu avec le marqueur du TGN, TgSORTLR (Figure 25
B).
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Figure 24: La localisation de TgHP25 est essentiellement cytoplasmique. (A) et

(B) localisation de TgHP25 (vert) avec GRA3 marqueur de la vacuole parasitophore et
GAP45 marqueur de I'IMC (rouge). En bleu les noyaux parasitaire. Merge :

superposition des canaux. Barre d’échelle 2um.

A-..
B...

Figure 25: Une partie de la protéine TgHP25 présente une localisation au-
dessus des compartiments TgVps35 et TGN. (A) et (B) Localisation de TgHP25-

cMyc (vert) par rapport a HA-TgVps35 et TgSORTLR (rouge). En bleu les noyaux
parasitaire. Merge : superposition des canaux. Barre d’échelle 2um.
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Nous avons ensuite verifié la localisation de la protéine par rapport aux différents
marqueurs de 'ELC. Plusieurs vésicules de TgHP25 co- localisent nettement avec le
CPL (Figure 26 A), de méme qu’avec le marqueur des pré-rhoptries proROP4 (Figure
26 C). Nous observons aussi une forte co-localisation avec le marqueur proM2AP
(Figure 26 B). Enfin, nous avons étudié au niveau apical la localisation de la protéine
par rapport aux organites sécrétoires. Bien que la localisation de TgHP25 soit tres
proche de MIC2 il y'a trés peu de co-localisation avec les micronemes (Figure 27 A).
Cependant, avec les rhoptries nous remarquons de nombreux points de co-localisation
avec la protéine ROP1 (Figure 27 B). L’ensemble de ces résultats indiquent que
TgHP25 est présente dans 'ELC avec des vésicules trés proches de proM2AP et pré-
rhoptries, au-dessus du compartiment TgVps35. Aussi nous avons une co-localisation
partielle au pOle apical avec les rhoptries. La localisation de TgHP25 dans cette région
supérieure de 'ELC, avec les protéines immatures présentes dans les pré-organites,
suggere un role dans le trafic vésiculaire entre ce compartiment et les organites

apicaux matures.
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Figure 26: La proteine TgHP25 co-localise avec les marqueurs endo-
lysosomaux. (A), (B) et (C) Co-localisation de TgHP25 (vert) avec CPL, proM2AP et
proROP4 (rouge). En bleu les noyaux parasitaire. Merge : superposition des canaux.
Barre d’échelle 2um.

| --.

Figure 27 : Lalocalisation de TgHP25 par rapport aux organites de secretion. (A)
et (B) co-localisation de TgHP25 (vert) avec MIC5 et ROP1 (rouge). En bleu les
noyaux parasitaire. Merge : superposition des canaux. Barre d’échelle 2um.

o
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b. Caractérisation biochimique du domaine BAR de TgHP25

Afin de caractériser les fonctions biochimiques des domaines BAR et SBF2 de
TgHP25, nous avons synthétisé les 3000pb du cDNA de la protéine (Voir séquence
matériels et méthodes). A partir du cDNA nous avons cloné les inserts suivants dans
le plasmide pGEX-6P3: TgHP25, HA-BAR domaine et His-SBF2 domaine. Les

protéines recombinantes ont été exprimées et purifiees (Figure 29 A et B).

A GST- B BAR- SBF2-
HP25 GST domain domain
2l 3pul 20u 304l

) S5pl 10pl _5l1|7 10 ul

97 —
66 —

45 —

MW (KDa)

30 —

MW (KDa)

20
20 —

10 —

Figure 28 : Purification des proteines recombinantes GST-TgHP25, GST, GST-HA-
BAR et GST-His-SBF2. (A) 5ul et 10pl de GST-TgHP25 et GST (B) 2ul et 3ul de GST-
BAR et 20ul et 30ul de GST-SBF2 ont été deposé sur un gel SDS-PAGE, et la
quatification du signal avec les logiciel Image Lab (Bio-Rad). Les proteines ont été
colorées au beu de coomassie. Nous observons les proteines GST-TgHP25 (135 KDa),
GST (25 KDa), GST-BAR (45 KDa), GST-SBF2 (45 KDa).
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Nous avons Vérifié si la protéine TgHP25 avait la capacité de fixer les lipides des
membranes grace a son domaine BAR. Pour réaliser cette expérience nous avons
effectué une expérience de « Lipid overlay » avec différents phospholipides qui sont
connus pour leur présence dans les membranes biologiques. Nous avons utilisé les
protéines recombinantes GST-TgHP25; GST-HA-BAR domaine, GST-His-SBF2
domaine mais aussi la GST comme controle négatif pour cette étude. L'immuno-
marquage avec les anticorps aGST lapin (GST-TgHP25 et GST), aHA rat (GST-HA-
BAR domaine), aHis souris (GST-His-SBF2 domaine) démontre que la protéine
recombinante GST-TgHP25 posséede une affinité pour les lipides phosphorylées par
rapport aux lipides non-phosphorylés (Figure 30, premiére membrane a partir de la
gauche), de méme pour GST-BAR domaine (Figure 30, seconde membrane a partir
de la gauche). Nous n’avons aucune reconnaissance significative avec les protéines
recombinantes GST-His-SBF2 domaine et la GST (Figure 30, troisieme et quatrieme
membranes a partir de la gauche). La protéine recombinante GST-TgHP25 fixe plus
fortement les lipides di phosphorylés (Ptdins(3,4)P2, Ptdins(3,5)P2, Ptdins(4,5)P2)
comparativement aux tri phosphorylés et les mono phosphorylés. Bien que moins forte
gue pour la protéine entiere, ce profil est retrouvé avec GST-HA-BAR domaine avec
les lipides Ptdins(3,4)P2, Ptdins(4,5)P2 et PtdIns(3,4,5)Ps. Ces résultats démontrent
gue la protéine TgHP25 interagit avec les lipides membranaires phosphorylés, avec
une forte affinité pour les Ptdins(3,4)P2, Ptdins(3,5)P2, Ptdins(4,5)P2, et que le

domaine BAR est directement responsable de cette interaction.
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Figure 29 : Tests de « Lipid Overlay » des protéines recombinantes TgHP25 ;
BAR et SBF2. Les phospholipides Ptdins (phosphatidylinositol) ont été déposés sur
des membranes de nitrocellulose, et incubées avec les protéines. La révélation en

immuno-marquage a été faite avec les anticorps anti-GST, anti-HA et anti-His.
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c. Role fonctionnel de la protéine TgHP25

Afin de déterminer le réle fonctionnel de la protéine TgHP25, nous avons décidé de
générer un parasite de déplétion conditionnelle du géne TgHP25 avec le systéme ATc.
Aprés plusieurs tentatives, nous n’avons pas réussi a obtenir le mutant. Avec la
collaboration du laboratoire du Dr Mohamed Ali Hakimi (Grenoble) nous avons obtenu
un plasmide CRISPR/CAS9 (Article Figure S2) contenant une séquence ADN
spécifique du gene TgHP25 flanqué du site de restriction d’'une endonucléase CAS9
avec une étiquette GFP. Le plasmide s’intégre dans le génome grace a la séquence
spécifique d’ADN, I'expression de la GFP indique le clivage du gene par la CAS9 avec
un processus de réparation de I'ADN. Cette réparation peut conduire a plusieurs
mutations ou l'introduction d’'un codon stop conduisant a I'inactivation du géne. Apres
transfection des parasites RH sauvages, avec ce plasmide, nous avons Vérifié la
localisation des protéines de micronémes, rhoptries et granules denses dans des
parasites exprimant la GFP. Nous n’avons pas observé d’effets sur la localisation des
protéines de micronemes et de granules denses. Cependant, les protéines de
rhoptries semblent étre affectées notamment RON4 (Figure 31 B), ceci est moins bien
évident pour ROP1 (Figure 31 D).

112



Merge

Merge

Merge

Merge

Figure 30 : La strategie CRISPR/CAS9 sur le géne TgHP25. En bleu les
noyaux parasitaires. En vert 'expression de la CAS9 dans le noyau. En rouge
proteines de rhoptries (A et B) RON4, (C et D) ROP1. Merge: surperposition

des canaux. Barre d’échelle 2um.
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d. Production d’anticorps anti-TgHP25

Pour mieux caractériser la protéineTgHP25, nous avons produit des anticorps
polyclonaux spécifiques anti-TgHP25 chez la souris en utilisant les protéines
recombinantes contenant les domaines GST-BAR et GST-SBF2, respectivement. Les
protéines recombinantes ont été produites, purifiées, clivées et injectées aux souris
pour la production d’anticorps. La protéine recombinante domaine BAR, les sérums
(dilution 1/200 et 1/1000) en immuno-marquage, trois souris donnent une bande a 107
kDa correspondante a la taille escomptée de la protéine native TgHP25 chez le
parasite. Pour le domaine SBF2 spécifique T. gondii, les sérums a 1/200, de deux
souris donnent une réponse faible mais spécifique, le troisieme une bande Iégerement
supérieure a 107KDa et pas de réponse pour la quatrieme souris. Ces anticorps
pourront étre utilisés en microscopie de fluorescence pour confirmer que le phénotype
observé dans le CRISPR/CAS9 est bien due a la disparition de la protéine TgHP25.
Aussi en microscopie électronique afin de déterminer le type de vésicules sur les

guelles la protéine est localisée.
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Figure 31 : Tests en immuno-marquage des sérums de souris pour les proteines
recombiantes BAR et SBF2 specifigue. (A) Les sérums de trois souris
(préalablement immunisées avec la protéine recombinante du domaine BAR) au 1/200
et 1/1000 ont été testés independament sur un lysa parasitaire. Une bande
correspondante a la proteine TgHP25 (107KDa) en asterix rouge, est détectée en
immuno-marquage pour les souris 2 et 3. La souris 1 presente aussi cette bande, en
plus deux autres bandes non specifiques. (B) Quatres souris ont été immunisées avec
le domaine SBF2 specifique aux Apicomplexes. Les sérums ont été testés au 1/200.
Les souris 1, 2, 3 donnent une bande correspondante a la protéine TgHP25 et des

bandes non specifiques. La souris 4 ne donne aucune bande.
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Discussion et conclusion
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Dans cette premiére partie de la discussion nous aborderons la caractérisation
fonctionnelle du complexe CRC chez T. gondii. Au cours de ce travail nous avons
démontré que le CRC est composeé des trois protéines TgVps26, TgVps29 et TgVps35
comme chez les mammiferes et S.cerevisiae. Nos travaux sur la stoechiométrie
indiquent que TgVp29 pourrai étre I'élément régulateur de la formation du complexe.
Car en effet ces données nous indiquent que la protéine TgVps29 se trouve sous deux
formes : une forme complexée a TgVps35 et TgVps26 ; et une forme libre non
complexée. Nos résultats sont en accord avec la structure de cette protéine connue
chez les mammiféeres. En effet Vps29 est une métallophosphoesterase sans activité
catalytiqgue (Hierro et al., 2007), capable d’interagir avec les ions divalents. Il a été
montré que la région d’affinité avec les ions est celle régulant I'interaction avec Vps35
(Hierro et al., 2007). Il semble que chez les Apicomplexes la régulation de la formation

de ce complexe soit conservée.

Ce travail nous a ensuite amené a générer un réseau d’interactions ou « interactome »
du CRC sur la base d’expériences biologiques in vitro. Cet outil nous a permis de voir
gue le CRC interagit avec plusieurs acteurs du trafic vésiculaire connus comme les
protéines GTPase Rab5B homologue d’ARAG chez les plantes dans le recyclage entre
les endosomes et la membrane plasmique (Ebine et al., 2011) ; (Ebine et al., 2012),
Rabl11B montré comme impliqué dans le recyclage et la maturation du complexe
membranaire interne ou IMC (Agop-Nersesian et al., 2010). Aucune interaction n’a été
montrée entre le Rétromeére et ces deux protéines Rabs jusqu’a présent chez T. gondii.
Par contre chez les mammiféres, l'interaction entre le Rétromére et Rab7 a été
clairement démontrée, et est essentielle au recrutement du complexe sur les
membranes (Liu et al., 2012) ; (Priya et al., 2015). Toutefois, Rab7 n’a pas été identifié
dans linteractome, au contraire une protéine homologue TBC1D5 connue pour
réguler l'activitt GTPase de Rab7 a été découverte. Nous avons conclu que la
présence de ce régulateur TBC1D5 suggére donc que I'interaction entre le Rétromeére
et Rab7 serait dépendante de son état GTP ou GDP. Notre expérience de « GST pull
down » confirme cette hypothése en montrant que seulement TgVps26 fixe
uniquement Rab7 dans son état GTP (Voir Article Figure S1) comme chez Entamoeba
hystolitica (Dacks et al., 2003), ce qui est contraire pour les mammiféeres et S.
cerevisiae ou Vsp35 interagit avec Rab7. Cependant, nous observons une interaction
avec Rabl11B et Rab5B indépendamment de I'état GTP ou GDP. Ces résultats
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suggerent donc que le Rétromere pourrait étre recruté dans différentes voies de trafics
régulées par les protéines Rabs, dont une serait dépendante de I'état GTP, GDP de
Rab7. Le rble important des protéines Rab5A et Rab5C dans la spécificité des voies
de trafics au niveau des endosomes a déja été clairement démontré chez T. gondii
(Kremer et al., 2013). Au cours de ce travail, il semble que Rab7 n’est pas essentiel a
la biogenése d’organites apicaux du parasite. Ceci souleve la question de savoir si la
synergie protéine Rab7/complexe Rétromere est essentielle a la voie de biogenése
des organites apicaux? Chez 'Homme, la diversité des cargos et des voies de trafics
du Rétromere est dépendante des SNX (Cullen and Korswagen, 2012), or notre
interactome ne présente aucune protéines de ce type. Cela n’exclut pas que d’autres

protéines parasitaires pourraient jouer ce role chez T. gondii.

Le CRC est connu pour reconnaitre directement le cargo par l'intermédiaire de Vps35
et vps26, c’est le cas avec TgVps35 et TgVps26 qui interagissent toutes deux avec le
transporteur des protéines de rhoptries et micronemes, TgSORTLR comme nous
avions montré par IP au cours de cette étude (Sloves et al., 2012). L’homologue de
cette protéine chez 'Homme est bien connu pour étre un cargo du complexe
Rétromére (Harbour et al., 2010); (Lane et al.,, 2010). La particularité de notre
interactome (Voir Article Figure 1D), est la présence de plusieurs protéines
hypothétiqgues HP ne présentant aucune homologie avec des protéines déja connues
comme partenaires du Rétromeére. Ces protéines HP pourraient avoir les fonctions des
protéines accessoires comme le complexe WASH qui est essentiel a la scission de
vésicules de recyclage (Gomez and Billadeau, 2009) ; (Derivery et al., 2009) ou des

cargos spécifiques aux voies de trafics vésiculaires chez T.gondii. .

La localisation des trois composants du CRC (Article Figure 1E) correspond bien aux
protéines partenaires identifiées dans l'interactome. Le CRC co-localise avec la
TgSORTLR marqueur du TGN et des endosomes, mais aussi avec les principaux
marqueurs du Endosomal-Like Compartment ELC ; proM2AP et le CPL. Cela souligne
donc la position de ce complexe dans le compartiment régulant le transport des
facteurs de virulence du parasite vers leurs organites respectifs. Vu les particularités
du complexe Rétromere de T. gondii, le CRC est-il fonctionnel et cette fonction est-elle

essentiel a la biogenése des organites apicaux ?

Nous avons généré un parasite KO inductible pour la protéine TgVps35 (Article Figure
2) afin de démontrer les fonctions précises du Rétromere chez le parasite. Cette
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protéine est connue pour étre le «core » du CRC sur laquelle les deux autres
composants se fixent. Les études phénotypiques in vitro montrent que la protéine
TgVps35 est essentielle au cycle lytique d’invasion et de re-invasion de la cellule héte
(Article Figure 2). Les mutants en absence de TgVps35 sont incapables d’induire la
maladie et de tuer les souris comparativement aux parasites sauvages. De plus, ces
mutants de TgVps35 ne conférent pas une immunité aux souris lors d’'une seconde
infection. Nous avons déja observé des phénotypes similaires avec le mutant
TgSORTLR (Sloves et al., 2015); (Sloves et al., 2012). Dans ce travail, il a été
démontré que la présence des protéines de rhoptries et de micronémes n’est pas
suffisante pour induire une protection, mais il faut surtout la présence d’organites
fonctionnels garantissant l'intégrité du systéme de sécrétion, et la présence de
protéines matures, et bien conformées (Sloves et al., 2015). La microscopie
électronique nous confirme bien cela car dans le mutant TgVps35 les parasites sont
dépourvues de tous les organites de secrétions tels que les micronémes, rhoptries et
méme de granules denses. L’absence de ce dernier organite est une particularité du
mutant TgVps35; longtemps la biogenése des granules denses est associée a la voie
d’exocytose constitutive connue chez les mammiferes. Notre travail indique que la
biogenése de cet organite est elle aussi dépendante du compartiment ELC comme
pour les micronémes et rhoptries ; et que le transport des protéines pourrait étre assuré
par un cargo spécifique. De plus nous avons remarqué que l'architecture de la
membrane plasmique du parasite mutant était complément désorganisée et détachée
de I'IMC, qui semble ne pas étre affecté. Cette observation pour la membrane
plasmique peut étre un effet direct ou indirect a 'absence de TgVps35. Bien que
Rabl1B soit présente dans notre interactome, il apparait que les fonctions du
Rétromere ne soient pas essentielles a la maturation de I'lMC.

En labsence des organites apicaux, I'ensemble des protéines de rhoptries,
micronémes et de granules denses sont complétement délocalisées (Article Figure
4A), et la maturation des protéines de micronemes et de rhoptries est affectée. Il est
connu que la maturation protéolytiques des protéines de rhoptries et de micronemes
s’opére dans le compartiment ELC, avec la présence de différentes protéases
appelées cathepsines. Ce résultat indique alors qu’en absence de TgVps35, les
protéines de rhoptries et de micronémes sont délocalisées des le compartiment TGN
d’ou ils sont normalement pris en charge par la TgSORTLR (Sloves et al., 2012). Il est

important de signaler que les deux populations de micronemes sont affectées, ce qui
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va dans le sens du role importants des protéines Rabs dans le tri protéique au niveau
de 'ELC. Nous avons fait toutes ces observations, sachant que la TgSORTLR est
toujours présente, méme en absence de TgVps35. La protéine n’est donc pas
déroutée vers la voie de dégradation. L’utilisation de microscopie a fluorescence de
haute résolution (SIM), nous a permis de démontrer qu’en absence de TgVps35, la
TgSORTLR est bloquée dans les compartiments Rab5A et particulierement Rab7. En
conclusion, nous proposons un modele (Article Figure 5G) selon lequel, 'une des
fonctions du CRC est le recyclage du transporteur TQSORTLR, du compartiment
endosomale vers le compartiment TGN. Ce recyclage est essentiel a la fonction de
transport de la TgSORTLR et a la biogenese des organites de secrétions rhoptries et
micronémes. Ce travail démontre bien chez les Apicomplexes, la conservation d’'un
systeme de recyclage protéigue essentiel a la biogenése d’organites spécifiques.

Un seul transporteur transmembranaire de type 1 est connu dans le génome de T.
gondii, nous nous sommes demande si le systeme de recyclage ne prendrait pas en
charge d’autres transporteurs encore non identifiés. Le mutant TgVps35 montre une
altération de la voie de trafic de granules denses. Cela laisse supposer qu'il existe un
transporteur des granules denses et qu'il serait recyclé comme la TQSORTLR par le
Rétromeére. La premiére fonction connue pour les protéines de granules denses est la
maturation de la VP, avec la mise en place du réseau sous-vacuolaire, le passage de
molécules entre la cellule et le parasite (Persat et al., 2012) ; (Cesbron-Delauw et al.,
2008) ; (Gold et al., 2015). Récemment, plusieurs travaux démontrent aussi
limplication des protéines de granules dense dans la modulation des voies de
signalisation de la cellule h6te (Rosowski et al., 2011). Chez P. falciparum, la plupart
de ces protéines de granules denses présentent un motif PEXEL en position N-
terminale nécessaire a leur exportation dans le cytoplasme de la cellule héte. La
guestion se pose de savoir si pour les granules denses nous avons plusieurs
populations et peut étre aussi plusieurs voies de trafics distinctes (Mercier and
Cesbron-Delauw, 2015).

La Figure 6A de I'Article nous démontre que la bonne localisation de TgVps35 n’est
pas totalement dépendante de la présence de TgSORTLR. Cela suggére que dans le
compartiment ELC le Rétromére prend en charge d’autres cargos permettant son
maintien au niveau des membranes endosomales. Pour explorer cette question, nous
avons analysé en bio-informatique les protéines HP identifiées dans notre interactome.

Cette analyse nous a permis de considérer TgHP12 une protéine transmembranaire

120



de type 1. Cette protéine présente en position C-terminale un domaine d’interaction
coilded-coil. En revanche la localisation TGN avec une forte co-localisation avec la
TgSORTLR et TgVps35 nous indique cette protéine pourrait étre un autre candidat
cargo. La protéine TgHP12, ne co-localise avec aucun marqueur de la voie de trafic
des rhoptries et micronémes, bien que tous les composants du CRC interagissent avec
TgHP12. La déplétion du gene TgHP12 n’affecte pas la biogenese des organites
apicaux. De ces résultats, TgHP12 pourrait étre un transporteur ou une protéine
accessoire du CRC dont la fonction serait indépendante de la biogenese des organites
apicaux. Nos analyses bio-informatiques indiquent la présence de faibles homologies
de séquences du domaine coiled-coil avec la rabenosyne-5 un effecteur soluble des
protéines rabs (Eathiraj et al., 2005) et une syntaxin impliquée dans la fusion des
membranes. Pour la fonction rabenosyne-5 les tests in vitro avec certaines Rabs
(Rab5B, Rab7 et Rab11B) n‘ont pas été concluants et de plus nous n’avons pas
identifié de Rabs dans les IPs de TgHP12 (voir article Figure 6 Tableau 2). Nous
envisageons une fonction syntaxin, permettant la fusion de vésicules de recyclage au
niveau du TGN. L’analyse des partenaires HP identifiés en spectrométrie de masse

nous permettra peut-étre d’identifier le partenaire syntaxin de TgHP12.

Nos analyses bio-informatiques nous ont permis aussi d’identifier TgHPO03, une
protéine a 12 domaines transmembranaires appartenant a la famille des MSF (major
facilitator superfamilly) (Article Figure 7A). Les MSF facilites le mouvement de petites
molécules telles que les oligosaccharides, des ions et drogues, a travers la membrane
plasmique (Law et al., 2008). Dans le mutant TgVps35 sans ATc, nous avons validé
la localisation membranaire de TgHPO03-cMyc avec un marquage sans
perméabilisation, de plus nous savons que les extrémités N-terminale et C-terminale
sont a I'extérieure du cytoplasme du parasite. Cette topologie est atypique dans la
famille de MSF, ces protéines ont en général les extrémités dans le cytosol de la
cellule. Cette information remet en question I'appartenance de TgHPO03 a la famille des
MSF, et suppose un nouveau type de transporteur membranaire chez T. gondii. Nous
avons constaté qu’en absence de TgVps35, TgHPO03 perd sa localisation membranaire
et devient plus vésiculaire dans le cytosol. Nous avons Vérifié si cette observation est
identique pour les protéines de surface SAG. Il n’'y a aucune perturbation pour les
protéines SAG, indiquant que les perturbations observées sont restreintes aux

protéines transmembranaires telles que TgHPO03. Ces observations établissent aussi
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pour la premiére fois chez T. gondii, un lien direct ou indirect entre une protéine
transmembranaire et le complexe Rétromére localisé dans 'ELC.

Cette observation améne plusieurs questions par rapport a I'existence d’un
mécanisme d’endocytose, et la présence de systéme de dégradation lysosomale chez
le parasite. Le mécanisme d’endocytose classique dépendant de la clathrine n’a pas
encore été montré chez T. gondii. Et si ce mécanisme existe il pourrait étre clathrine
indépendant, au vu de 'absence de manteau de clathrine a la membrane plasmique
du parasite. Une étude récente montre que le parasite est capable d’ingérer et de
dégrader une protéine cytosolique de la cellule héte. Le mécanisme de dégradation
s’opére au niveau de 'ELC et est dépendante de la protéase cathepsine L (Dou et al.,
2014). Toutefois, le mécanisme d’entrée des protéines a l'intérieur du parasite n’est
pas élucidé, et serait probablement indépendante de la clathrine et des protéines
accessoires. De plus nous ne savons pas si ce phénomene nécessite un recyclage de
cargo, des endosomes vers la membrane plasmique. Chez les mammiféres le
mécanisme de recyclage par le Rétromére est indépendant de la clathrine et des
adaptateurs (McGough and Cullen, 2013). Le KO d’'un composant du CRC comme
Vps29 chez la souris, montre une accumulation et une dégradation du transporteur
plasmidigue GLUT1 dans le compartiment lysosomale. Chez T. gondii, nous
n’observons aucune dégradation de la protéine TgHPO3 en absence de TgVps35.
Notre étude suggére donc I'absence d’un systéme de dégradation de type lysosomale
chez T. gondii, ce qui n’est pas trés surprenant puisque des lysosomes classiquement
présents chez les mammiféres n’existent pas, méme si un organite de dégradation
VP1 a été récemment découvert (Miranda et al., 2010) ; (Francia et al., 2011).

En conclusion cette premiere partie du travail de these montre que le CRC est bien
conservé chez T. gondii et suggére une régulation de I'activité du complexe par une
forme complexée et décomplexée de TgVps29 dans le compartiment ELC du parasite.
Il souligne la présence de protéines Rabs parmi ses partenaires pouvant régulés sa
spécificité aux membranes vésiculaires. Il démontre le réle essentiel du recyclage
protéique dans la biogenése des organites apicaux. Il met en lumiére la présence de
protéines parasite-spécifiques partenaires du Rétromere. Enfin I'existence d’un
systeme de recyclage Rétromere dépendant entre 'ELC et la membrane plasmique.
Ce dernier point est d'une grande importance car il peut étre un outil pour étudier

I'existence d’un systéme d’endocytose non dépendante de la clathrine chez T. gondii.

122



Dans la deuxiéme partie du travail, nous discuterons de la caractérisation fonctionnelle
de la protéine chimérique TgHP25. Nous avons identifié cette protéine dans des
conditions particuliéres de I'lP TgVps35 en absence de la TQSORTLR. Ceci dans le
but d’identifier de nouvelles voies de trafics différentes. Nos analyses bio-
informatiques ont découvert la présence de deux domaines proteiques, un premier en
position N-terminale appelé BAR et un autre domaine en position C-terminale SBF2.
Le premier domaine est trés bien connu et caractérisé chez les protéines SNX des
mammiféres. En plus du domaine BAR en position C-terminale, les SNX possedent un
domaine PX en position N-terminale essentiel pour la reconnaissance des
phospholipides membranaires. Le second domaine est moins bien connu, il est
retrouvé dans les protéines de la famille des myotubularin-related proteins (MTMRS)
et contient essentiellement des phosphatases et des pseudos phosphatases
spécifiques aux PI(3)P et PI(3,5)P2 (Laporte et al., 1996); (Bolino et al., 2000); (Taylor
et al., 2000); (Berger et al., 2002); (Kim et al., 2002). Les MTMs ont été identifiés avec
leur réle sur la spécificité de trafic des récepteurs de surface et I'adhésion des
protéines sur les endosomes (Kim et al., 2002); (Tsujita et al., 2004); (Silhankova et
al., 2010); (Velichkova et al., 2010). La pseudo phosphatase sbf/MTMR13 de la
Drosophile est capable de coordonner en méme temps le renouvellement du pool de
PI(3)P et I'activation de la GTPase Rab21 dans les membranes des endosomes (Jean
et al., 2012). Le domaine SBF interagit dynamiquement avec une phosphatase MTM
et une phosphatidylinositol 3-kinase de classe Il pour renouvelement du pool de PI(3)P
des endosomes. Aussi le domaine SBF a la fonction de GEF (guanine exchange
factor) en activant la GTPase Rab2l1 essentielle a sa fixation sur le PI(3)P des
membranes (Jean et al., 2012).

Dans un premier temps nous avons déterminé la distribution de TgHP25 dans le
parasite. Nous avons remarqué que la protéine est trés diffuse et vésiculaire dans
'ensemble du cytoplasme. Nous avons aussi remarqué qu’au niveau apical, au-
dessus du compartiment TgVps35, la protéine co-localise avec les marqueurs pro-
rhoptries et partiellement avec les organites matures, rhoptries.

Nous avons ensuite caractérisé le domaine BAR de TgHP25, par « Lipid Overlay », le
résultat nous indique que la protéine TgHP25 avec son domaine BAR a une forte
affinité pour les bi-phospholipides membranaires PtdIins(3,4)P2, Ptdins(4,5)P2,
Ptdins(3,5)P2 (Figure 30). Ces deux premiers bi-phospholipides sont tres présents au

niveau de la membrane plasmique de cellules mammiféres ; le Ptdins(3,4)P2 est plus
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connu pour son rble dans la signalisation cellulaire, sa synthese au niveau de la
membrane plasmique active de nombreuses voies de signalisation; le PtdIins(4,5)P2
joue un réle de substrat pour des protéines impliquées dans la signalisation. Pour le
troisieme phospholipide, le PtdIns(3,5)P2 régule les mécanismes de fusion et de
scission au niveau des membranes endosomales. In vitro le Ptdins(3,5)P2 régule
positivement la scission des « multivacuolar bodies » ou MVB provenant des
endosomes précoces, et un rble négatif sur la fusion des endosomes (Sbrissa et al.,
2007); (lkonomov et al., 2006). De plus, ce lipide est connu pour son réle dans le
rétrograde transport microtubule dépendant des endosomes vers le TGN (Rutherford
et al., 2006); (lkonomov et al., 2009). La composition lipidique exacte des membranes
endosomales chez T. gondii n'est pas connue. Une étude récente sur le parasite
démontre le role essentiel de la lipide kinase PIKfyve sur ’lhoméostasie de I'apicoplaste
(Daher et al., 2015) . En effet, cette enzyme est connue pour phosphoryler le PI(3)P
en PI(3,5)P2, ce qui démontre bien la présence de ce lipide dans les membranes et de
son role dans 'lhoméostasie du parasite. La présence du MVB chez P. falciparum a
été mise en évidence grace a I'accumulation du marqueur Vps4 (membre du complexe
ESCORTIII), dans un compartiment contenant aussi du cholestérol, Rab5 et des
protéines de rhoptries (Yang et al., 2004). Au niveau des endosomes tardifs, les
protéines ESCORT reconnaissent les protéines cargo et sont impliquées dans la
formation du MVB, permettant 'acheminement des protéines vers les lysosomes
(Henne et al., 2011) ; (Leung et al., 2008). Chez les Apicomplexes, par leur pH acide
et la présence de cholestérol, les rhoptries sont associés aux lysosomes et les pré-
rhoptries au MVB (Ngb et al., 2004) ; (Ngb et al., 2003). Nos résultats montrent que la
protéine TgHP25 co-localise au péle apical du parasite en méme temps avec les pré-
rhoptries et les rhoptries matures. Le mécanisme de maturation des pré-rhoptries en
rhoptries matures n’est pas connu. Dans notre hypothese, TgHP25 jouerait un role
important dans la reconnaissance des membranes pré-rhoptrie. Fonctions qui pourront
étre essentielles a la maturation des pré-rhoptries en rhoptries matures.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons d’abord cherché sans succés a générer un
mutant conditionnel ATc. Puis nous avons opté pour la stratégie CRISPR/CAS9. Les
résultats préliminaires présentés en Figure 31, ne nous permettent pas d’étre précis
sur le phénotype observé aprés transfection des parasites. Cela est di au faible taux
de transfection et a une trés grande variété de phénotypes observés. Ceci peut étre la

résultante des différents types de réparation de ’ADN apres clivage du géne par la
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CAS9, et donc la présence sous une forme ou autre de la protéine, ou encore son
absence totale. Pour pallier a ce probleme nous avons produit des anticorps contre la
protéine TgHP25 donc les premiers tests en immuno-marguage sont concluant (Figure
32).

En conclusion, cette seconde partie du travail décrit les particularités structurales d’une
protéine parasitaire-spécifique découverte dans des conditions particuliéres d’IPs de
TgVps35. Par sa forte présence dans cette IP en absence de la TgSORTLR nous
avons pensé a une autre voie de trafic différente du transporte des protéines rhoptries
et micronemes. Nos prédictions bio-informatique nous ont indiqué la présence
simultanée de deux domaines BAR et SBF2, jamais encore observée chez les
protéines connues des Eucaryotes. La protéine présente une localisation diffuse et
vésiculée dans I'ensemble du cytoplasme, co-localisant avec les pré-organites
rhoptries et 'organite mature au niveau apical.

La biochimie nous a confirmé que la protéine TgHP25 fixe bien les lipides
membranaires, grace a son domaine BAR. Ces lipides sont essentiellement présents
a la membrane plasmique et surtout dans le MVB. Ce dernier compartiment
correspond aux pro-rhoptries chez les Apicomplexes, et le compartiment de
destination est connu pour étre les lysosomes ou rhoptries dans notre model.
Cependant nous n’avons pas encore démontré un impact clair du KO sur la biogenése
de cet organite. L’hypothése que nous tirons de ce travail est évidente, avec ces
domaines TgHP25 est certainement impliquée dans les mécanismes de maturation
des pro-rhoptries en rhoptries matures. La suite de ce travail permettra de donner plus
de détails quant a la maturation de cet organite tres particulier et des mécanismes

moléculaire impliqgués dans ce processus.
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Perspectives
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Pour la suite de ce travail de thése il serait important d’aborder les différentes

guestions qui se posent a la fin des deux parties du travail.

Larégulation et le recrutement du complexe retromer

Nous pourrions tout d’abord caractériser 'assemblage du CRC afin de comprendre
comment TgVps29 régule I'activité du complexe. La recherche de modifications
post-traductionnelles pourrait étre envisagée, car dans ToxoDB, seule la protéine
TgVps35 est retrouvée dans un phospho protéome avec une phosphorylation de
serine. L’utilisation du mutant de complémentation avec une protéine résistante ou
constamment phosphorylée a cette position peut nous apporter des réponses
claires. Aussi il serait important de démontrer in vitro I'impact sur la formation du
complexe avec la production des protéines recombinantes des trois composants

du CRC.

Il serait pertinent de comprendre comment le Rétromeére de T. gondii est recruté au
niveau des membranes endosomales ? Notre interactome ne nous permet pas de
répondre a cette question. Nous pourrions étudier I'ensemble des protéines
répertoriées dans la base de données ToxoDB avec la présence putative d’un
domaine PX et/ou BAR. La forte affinité de ces protéines avec les lipides et une
faible affinité avec le CRC peuvent expliquer pourquoi il est difficile de les identifies
par simple IP. En déterminant par simple fluorescence leur localisation par rapport
au CRC. La génération de KO nous permettra d’identifier une protéine
déterminante pour la localisation du CRC au compartiment ELC. Nous envisageons
aussi d’approfondir I'interaction du CRC avec les protéines Rabs afin de savoir si

cela est déterminant pour la spécificité de transport des cargos.

L’identification de cargos du complexe Rétromére :

Etudier la question de la fonction du complexe Rétromére avec le trafic des
protéines de granules denses. L’identification d’une autre voie de recyclage entre
les endosomes et le TGN, différente de celle de la TgSORTLR. Car, en effet les

granules denses sont fortement perturbées dans le KO TgVps35, cela indigue une
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relation direct ou indirect avec les fonctions du CRC. Nous avons déja élaboré une
expérience d’IP de TgVps35 en l'absence de la TgSORTLR, afin d’augmenter

l'interaction avec d’autres cargos, minoritaire dans les conditions normales.

La question de I’endocytose :

e L'utilisation du mutant TgVps35 pour démontrer I'existence d’'un type d’endocytose
non dépendante de la clathrine, grace aux protéines de la membrane plasmique,
présentent dans notre interactome. En effet la présence d'une protéine
membranaire de surface dont le substrat est connu pourrait servir a observer un
mécanisme d’entrer dans le parasite. Nous pouvons étiqueter la protéine TgHP03

avec une étiquete fluorescente et observé I'entrée en vidéo microscopie.

Caractérisation de la fonction de TgHP25:

e Pour approfondir les fonctions du domaine BAR ; nous pourrions utiliser des
membranes artificielles avec les lipides spécifiques de TgHP25 pour déterminer si
le domaine BAR est capable de faire des tubules de membranes. La protéine
pourra étre par exemple couplée avec une molécule fluorescente, pour observer
des formations de tubules en microscopie. Ceci apportera une réponse essentielle
a sa fonction avec les lipides et dans la maturation d’organites. Nous pouvons aussi
vérifier chez le parasite I'interaction de TgHP25 avec le PI(3,5)P2. En utilisant des

inhibiteurs spécifiques de la synthéese de ce lipide.

e Nous allons rechercher les partenaires protéiques de TgHP25 en spectrométrie de
masse. Ceci nous permettra de confirmer la fonction putative GEF en identifiant

des partenaires Rabs.

e Grace aux anticorps anti-TgHP25 nous pouvons utiliser la microscopie électronique
pour déterminer avec précession la localisation apicale de TgHP25 par rapporte
aux pré-rhoptries et aux organites matures. Nous réfléchissons aussi a comment
coupler la transfection CRISPR/CAS9 avec une observation des phénotypes en

microscopie électronique.
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