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|. Introduction



A. Toxoplasma gondii et Toxoplasmose

Le phylum des Apicomplexes constitue un groupe ancien et diversifié de protistes parasites
(plus de 5000 espéces). Certains Apicomplexes sont des agents d’infections humaines et vétérinaires
majeures telles que le paludisme (Plasmodium sp.), la toxoplasmose (Toxoplasma gondii), la
coccidiose des ovins et des gallinacés (Eimeria sp.) ou la cryptosporidiose (Cryptosporidium). Les
Apicomplexa sont des parasites intracellulaires obligatoires, qui infectent une grande variété d’hotes
allant des invertébrés aux mammiferes. Toxoplasma gondii est un des parasites le plus performant
de par sa distribution répandue dans le monde, mais aussi par sa capacité a infecter toutes cellules
nucléées de tous les animaux a sang chaud (Dubey., 2009). Toxoplasma gondii (T. gondii) est I’agent
causal de la Toxoplasmose. En France, I’incidence de la toxoplasmose est pres de 60% de la
population et au Brésil, environ 80% de la population a contracté la toxoplasmose (Dubey et al,
2012). Chez I’adulte immunocompétent, 1’infection par T. gondii est asymptomatique et le plus
souvent bénigne. Cependant, elle s’avere plus dangereuse chez des personnes immunodéprimées
tels que les patients atteints du SIDA, les greffés, et elle peut provoguer des avortements spontanés
lors d’une primo-infection chez la femme enceinte ou atteindre le feetus avec de grave probléme
concernant son développement, et dans ce cas on parle de Toxoplasmose congénitale. La
toxoplasmose aigué entraine une infection chronique caractérisée par la présence de Kkystes
toxoplasmiques dans les cellules musculaires et cérébrales (Dubey et al, 1998). La réactivation de
kystes présents dans le tissu rétinien est une principale cause de cécité (Furtad et al, 2011). Plusieurs
¢tudes ont montré une association entre 1’infection chronique et des troubles psychiatriques (Tyebji
et al, 2019). T. gondii est répertorié comme un agent de classe B de préoccupation pour la bio-
défense (http://www.niaid.nih.gov/topics/biodefense). Concernant I’infection de T. gondii dans le
monde animal, il est connu que I’infection a une incidence Vvétérinaire non négligeable car elle est
une des causes d’avortement dans les élevages qui conduit a une perte économique significative.
Malgré de nombreuses recherches, aucun vaccin chez 1’homme contre T. gondii et aucune thérapie
ne permet a ce jour d’éliminer le réservoir de kystes cérébraux pour prévenir la réactivation et les
maladies associées. Il existe un vaccin pour les petits ruminants, mais ce vaccin vivant attenué
présente des risques de réversion et par conséquent n’est pas adapté a I’homme. Le fait que T. gondii
infecte et se multiplie dans les cellules d’origine humaine et animale, rend ce modele pertinent pour
étudier les interactions hote-pathogene que ce soit au niveau moléculaire, cellulaire et au niveau des
processus biologiques controlant l'infection dans les deux espéces. T. gondii est un parasite
protozoaire intracellulaire obligatoire découvert, en 1908, par Charles Nicolle et Louis Manceaux a

I’Institut Pasteur de Tunis chez un rongeur « ctenodactylus gundi » (Nicolle et Manceaux 1908,



Nicolle et Manceaux, 1909). De maniére indépendante, ce parasite a été découvert chez le lapin au
Brésil par Alphonso Splendore (Splendore, 1908). T. gondii tire son nom du grec toxon= arc et
plasma=forme, pour la morphologie du parasite et gondii de I’espéce du rongeur dans lequel il a été
isolé. Depuis ce parasite a été retrouve dans plusieurs hotes différents avec une répartition mondiale.
Paradoxalement, en dépit de sa large répartition mondiale et I’éventail de ses hotes, il n’est admis
qu’une seule espéce dans le genre : Toxoplasma gondii. T. gondii est I’agent responsable de la
Toxoplasmose, les premiers cas de cette pathologie ont été décrits entre 1920 et 1930. C’est en 1939
que le premier diagnostic chez I’Homme a été effectué (Wolf et al, 1939). L’identification de la
viande imparfaitement cuite responsable de I’infection humaine a été mise en avant dans les années
1960 (Desmont et Couvreur, 1965). Finalement, ¢’est un 1969 que le chat comme hote définitif du
parasite a €té découvert, et cette découverte a permis de comprendre le cycle d’infection du parasite
(Hutchison, 1965 ; Frenkel et al, 1969). Il est a retenir que les félidés jouent un réle important dans
la transmission du parasite de I’animal a I’homme puisqu’ils sont les seuls animaux a excréter le

toxoplasme et a permettre la reproduction sexuée de T. gondii.

B. Cycle de vie

Le cycle de T. gondii est complexe et comprend deux types d’hotes : les hotes definitifs et
intermédiaires ainsi que deux formes de multiplication : asexuée et sexuée, cette derniére se
retrouvant exclusivement chez I’hote définitif. Les hotes définitifs font parties de la famille des
felides, le chat est surement 1’espece la plus représentative. Le cycle inclus aussi différents stades
parasitaires, les tachyzoites, les kystes contenant les bradyzoites et les oocystes sporulés contenant
les sporozoites. Le cycle complet du parasite a été décrit et découvert par Hutchison (Hutschison,
1965) ainsi que par Frenkel et Dubey (Frenkel et al, 1969). Bri¢vement, dans I’intestin de 1’hote
définitif, par exemple le chat, se produit la phase asexuée avec comme conséquence finale le
relargage d’oocystes par millions dans les feces du chat. Ces oocystes vont étre ingérés de manieres
fortuites par I’hote intermédiaire, puis vont avoir une conversion vers le stade tachyzoite, forme trés
invasive du parasite. A ce stade, a lieu une dissémination du parasite au cours de laquelle, le parasite

forme des kystes contenant des bradyzoites, forme latente, dans certains types cellulaires bien précis.



Enfin, lorsque le chat ingére la viande d’un hote intermédiaire infecté possédant des kystes, ceux-ci

vont se rompre et un nouveau cycle commence (Figurel).

gamete Q
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4

Figure 1 : Cycle de Toxoplama gondii ; repris de (Hunter and Sibley,2012)

1. Tachyzoites

Ce stade du parasite est retrouvé chez les deux types d’hotes définitif et intermédiaire. Le
nom tachyzoites provient du grec «tacho » signifiant vite, puisque ceux-ci sont la forme de
multiplication la plus active/rapide lors de la phase aigué de I’infection. En effet le tachyzoite se
divise toutes les 6 a 9 heures, par un processus d’endodyogénie (Gordon et al, 2008) au sein de la
vacuole parasitophore. Aprés 6 ou 7 cycles de division, la cellule infectée de héte se lyse et libere
entre 64 a 128 parasites en fin de cycle. Les parasites libérés infectent les cellules voisines et un



nouveau cycle lytique débute et ainsi de suite. C’est cette forme qui a été decouverte chez
« ctenodactylus gundi » (Frenkel, 1973 ; Meissner et al, 2002). L aspect du tachyzoite est semblable
a un croissant de lune avec une extrémité antérieure effilée et une extrémité postérieure arrondie, et
a une taille pouvant aller de 6 a 8 um de long sur 3 a 4 um de large. C’est la forme de multiplication
la plus communément utilisée et étudiée en laboratoire de par sa facilité a maintenir en culture in

vitro.

2. Kystes/ Bradyzoites

Les kystes contenant les bradyzoites se retrouvent chez les hétes intermédiaires et
correspond a la phase latente de I’infection. A I’inverse du tachyzoite, le bradyzoite a une réplication
lente, d’ou I'utilisation de « brady » lent en grec. Les bradyzoites résultent de la transformation du
stade tachyzoite et se regroupent au sein d’un kyste. La forme du bradyzoite est similaire au
tachyzoite avec une taille de 7 x 1.5um. Les kystes mesurent ente 5 a 100um et siegent dans le

systeme nerveux central, les muscles et la cornée, ou ils persistent tout au long de la vie de 1’héte.

3. Oocystes/sporozoites

Les sporozoites sont issus de la multiplication sexuée se déroulant dans 1’épithélium
intestinal de 1’hote définitif, contenus dans une structure : 1’oocyste. L’oocyste non sporulé a une
forme sphérique de 10 a 12um, il sera sécrété en milieu extérieur ou il va sporuler et atteindre une
taille de 11 a 13um. L’oocyste sporulé peut persister plusieurs mois en milieu extérieur tout en

gardant son pouvoir infectieux.

4, Phase asexuée /sexué
a) Cycle sexué

Le cycle sexué a lieu chez I’hote définitif, qui se contamine par ingestion d’une proie
contenant des kystes ou par des oocystes matures souillant I’eau et les végétaux. Les bradyzoites ou
sporozoites libérés sous ’influence du systéme gastrique se transforment en tachyzoites. Ces
derniers se différencient ensuite en mérozoites et le cycle sexué commence dans 1’épithélium
intestinal de 1I’hote définitif. Les mérozoites se multiplient par schizogonie puis se différencient en
gamontes (microgametes males et femelles). La fécondation des macrogamétes par les
microgameétes donne naissance a des oocystes immatures qui sont libérés dans la lumiére intestinale.
Les oocystes immatures (non sporulés) seront relargués dans le milieu extérieur par les feces. Une
phase de maturation appelée sporogonie a lieu. Cette phase consiste a une division du zygote

diploide par une méiose suivie de deux mitoses et aboutit a un oocyste mature contenant 8



sporozoites haploides (Dubey et al, 1998). Pouvant persister plusieurs mois dans le milieu extérieur,
I’oocyste, de résistance tellurique, représente le mode de contamination le plus fréquent des hotes

intermédiaires herbivores.

b) Cycle asexué

Ce cycle commence de la méme maniére que le cycle sexué, les hotes s’infectent aprés
ingestion d’oocystes ou de kystes, les parois de ceux-Ci Se rompent et les sporozoites pénétrent dans
les cellules épithéliales intestinales et se transforment en tachyzoites qui se disséminent dans
I’organisme. Cette conversion de stade ainsi que cette dissémination correspondent a la phase aigué
de I’infection. Durant cette phase aigué la réponse immunitaire se met en place, qui éliminera une
grande majorité des tachyzoites. Pour échapper a la pression immunitaire les tachyzoites survivants
migrent vers des tissus cibles pour se convertir en bradyzoites, résultant la formation des kystes, qui

correspond a la phase chronique de 1’infection.

Pour résumer, les tachyzoites sont impliqués dans les expansions de la population parasitaire
chez I’hote, et que les formes bradyzoites et sporozoites, protégés par leur structure, sont dédiées a

la transmission entre les hotes intermédiaires, voire définitifs.

C. Génome de Toxoplasma gondii

Le génome de T.gondii est haploide dans les stades asexués. Il est constitué de 14
chromosomes dont la taille varie entre 2 et 8 megabases (Mb) d’ADN, pour un total de 65 Mb. Le
parasite a également deux génomes extra-chromosomiques circulaires : celui de la mitochondrie et
celui de I’apicoplaste (Fichera and Ross 1997 ; Wixlon and Williamson 1997). Le génome de T.
gondii a été séquencé en 2003 et est disponible en libre acces sur ToxoDB, de plus ce site héberge,

des données telles que des annotations des genes, des études transcriptomiques et protéomiques.

D. Différentes souches

Bien qu’on considére qu’il existe qu’une espéce avec 98% d’identité génique, les souches
de T. gondii difféerent grandement notamment en matiére de virulence (Sibley et Boothroyd, 1992).
Les souches d’Europe, d’Amérique du Nord d’émergence récente se répartissent en trois génotypes
majoritaires, dit de type I, 1l ou 11l avec des degrés de virulence variés en modele murin (Su et al
2002, Saeij et al 2005). Ces souches ont été opposées aux souches dites atypiques, le plus souvent
isolés en Amérique du Sud, en Afrique ou en Asie caractérisées une grande diversité génétiqu, le
haut degré de polymorphisme corrélant souvent avec une virulence accrue, signe d’une faible

adaptation a leurs hotes intermédiaires (Su et al 2002).
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Les differences entre les trois principaux génotypes sont les suivantes :

o la virulence chez la souris, qui est basée sur le calcul de la Dose Létale (DL) 50 et 100.
C’est-a-dire de la dose minimale de parasites entrainant la mort de 50% a 100% des souris
infectées. Lorsque la DL100 est égal a 1 tachyzoite inoculé avec une mort survenant dans
les 10 jours, la souche est considérée comme virulente.

o La vitesse de multiplication en culture cellulaire et la possibilité in vitro de conversion des
tachyzoites en bradyzoites aboutissant a la formation de kystes.

o La capacité de migration et transmigration a travers les barrieres biologiques.

1. Souches de Génotype I

Les souches de génotype de type | (RH et GT1) sont tres virulentes chez la souris avec une
issue mortelle systématique durant la phase aigué de I’infection. En effet la DL100 des souches de
type | est de 1 tachyzoite viable qui provoque la mort des souris en moins de 10 jours avec une haute
parasitémie. Ceci est lié au fait que ces souches ont une capacité de migration a travers les barriéres
biologiques supérieure aux souches de types Il et Ill, avec une faible formation en bradyzoite et
donc a la formation de kystes. En ce qui concerne les cultures in vitro, la multiplication des parasites
est en générale trois fois plus rapide que les souches de génotypes Il et I1l. Les souches de type I
sont trouvées, en générale chez I’Homme et rarement chez les animaux. Elles sont tres rarement
isolées et représentent moins de 10% des souches en Europe et en Amérique du Nord. Ces souches
provoquent une toxoplasmose disséminée et souvent fatale chez les sujets immunodéprimés comme
par exemple chez les malades du SIDA (Khan et al 2005). Elles sont aussi a 1’origine de
toxoplasmose congenitale séveres (Fuentes et al 2001) et associées aux infections oculaires acquises
(Boothroyd et Grigg 2002).

2. Souches de Génotype 11

Les souches de type Il ont une virulence moyenne et sont responsables de la toxoplasmose
chronique chez la souris (ME49, PRU, 76K). Elles ne sont pas mortelles durant la phase aigué de la
toxoplasmose sauf chez les souris naturellement sensibles comme les souris C57BL/6 ou dans le
cas d’une infection avec une forte dose. La formation des bradyzoites et des kystes est supérieure
par rapport aux souches de type | contrairement a la capacité de migration a travers les barrieres
biologiques qui est inférieure. Les souches de génotypes II sont a I’origine de la plupart des cas de
toxoplasmose chez I’ Homme, pres de 80% des souches, mais aussi des infections chez les animaux
domestiques et de rentes (Howe et Sibley 1995, Gross et al 1997, Ajzenberg et al 2002, Dardé et al
1992, Howe et al 1997, Richomme et al 2009).
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3. Souches de Génotype 111

Les souches qui sont avirulentes chez la souris, sont inclues dans la catégorie type Il (VEG,
CTG). On les retrouve rarement dans les populations étudiées. Les souches de type Il sont
fréquentes chez les animaux mais elles sont rarement associées & une pathologie (Howe et Sibley
1995). Une étude récente montre que la plupart des souches isolées a partir d’animaux en Afrique,
appartenaient au génotype de type Il (Mercier et al 2010). Chez I’Homme, les infections dues aux

souches de type III sont rares et sont liées a la présence d’une immunosuppression.

4. Souches recombinantes et atypiques

Les souches recombinantes et atypiques représentent moins de 5% des souches totales de T.
gondii (Howe et Sibley 1995). Ces souches aux génomes polymorphiques ont été isolées lors de cas
de toxoplasmose humaine sévére chez des patients immunocompétents en Guyane (Carme et al
2002) et pendant une épidémie de toxoplasmose au Surinam (Demar et 2007). En Afrique, elles
provoquent dans quelques cas des toxoplasmoses oculaires chez I’Homme et ont été identifiées
comme étant issues de recombinaisons entre les génotypes de types I et I11 (type I/111). En Amérique
du Sud, les souches atypiques semblent étre plus représentées. Le plus souvent, elles sont isolées a
partir d’animaux de rente, par exemple 40% des moutons testés aux USA (Dubey et al 2008), ou
isolées a partir d’animaux sauvages comme les singes-écureuil (Carme et al 2009), les loutres en
Californie centrale (Millet et al 2004, Conrad et al 2005), ou le jaguar en Guyane francaise (Demar
et al 2008). En générale les souches recombinantes et atypiques sont plus virulentes chez la souris
que le type 11, et contiennent un mélange d’alleles ou de nouveaux alléles entiers dans certains loci
(Ajzenberg et al 2002, Howe et Sibley 1995, Sibley et Boothroyd 1992). Bien que T. gondii ait un
mode de reproduction sexué, il profite rarement de ce mode de reproduction en terme d’échanges
génétiques. D’une part, car la réponse immunitaire de 1’hote (Reikwam et Lorentzen-Styr 1976) et
d’autre part par la courte durée de la phase de gamétogénese (Dubey et al 1970), ne permettant pas

que les hétes définitifs soient infectés par plusieurs souches en méme temps.

Récemment, une étude portant sur une cohorte de 956 isolats et la combinaison des
techniques de RFLP (restriction Fragments Lenght Polymorphism), des microsatellites et de
séquencage de marqueurs spécifiques a permis de définir 138 génotypes, organisés en 15

haplogroupes définissants 6 clades majeures, Figure 2 (Su et al 2012).
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Figure 2: Structure génétique de la population de T. gondii, regroupée en six grands clades (A a F) contenant les
15 haplogroupes (nombres entourés). Reprinted from Su et al 2012. Copyright

E. Organisation du parasite

Les parasites du phylum des Apicomplexa, auquel appartient T. gondii, ont une organisation
comprenant une mitochondrie unique et tubulaire, un réticulum endoplasmique et un appareil de
Golgi. Le parasite est dépourvu de lysosome, mais il posséde un organite caractéristique appelé
apicoplaste. Ce dernier est un plaste non photosynthétique, qui aurait été acquis par I’endosymbiose
secondaire d’une algue rouge. Le role de ce plaste est indispensable au développement
intracellulaire du parasite bien que son rdle dans le métabolisme n’ait pas été clairement établi en
dehors de celui dans la synthese des lipides (De Lay and Cronan, 2007). T. gondii posséde une
organisation polarisée et caractérisée par la présence d’un complexe apical, situé au pole antérieur
et formé d’organites : le conoide, les rhoptries et les micronemes. Le complexe apical permet
I’invasion du parasite dans la cellule hote, ou le parasite va se multiplier dans un environnement
singulier et propice grace a la vacuole parasitophore. La vacuole parasitophore se forme lors de

I’invasion, elle est dérivée du plasmalemme de la cellule héte, et est modifiée par le parasite de telle
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maniere que cette membrane est ensuite exclue du trafic membranaire intracellulaire isolant le
parasite des autres compartiments vésiculaires de la cellule héte. T. gondii posséde trois organites
sécrétoires qui interviennent de maniére séquentielle avec les voies de signalisation et I’expression
du génome de la cellule héte. Ces organites sont propres au phylum Apicomplexa, les micronemes,
les rhoptries et les denses granules, qui déchargent successivement leur contenu en protéine
impliqués dans la mobilité, I’adhésion de la cellule héte, le processus d’invasion et I’établissement

de la vacuole parasitophore (Carruthers, 2002 ; Black et Boothroyd, 2000).
1. Micronemes :

Ce sont des organites apicaux les plus petits, en forme de batonnets mesurant 0,4x0,1um. Ils
apparaissent souvent légérement arqués, probablement du fait d’une association avec la face
cytoplasmique de I’'IMC (Inner Membrane Complex). Les protéines sécrétées par les micronemes
sont appelées MIC, elles sont soit solubles, soit transmembranaires. Elles sont impliquées dans la
reconnaissance et 1’adhésions a la cellule hote (Sheiner et al 2010). Ces protéines sont libérées lors
du contact initial du pdle apical du parasite avec la cellule hote, et participent a 1’attachement via

des récepteurs spécifiques de la cellule héte (Carruthers, 2002).

2. Rhoptries :

Les rhoptries, en forme de croissant allongé mesurant de 1 a 4 um de long, sont au nombre
de 6 a 12 au p6le apical de chaque parasite. Les rhoptries contiennent un grand nombre de protéines
appelées ROP et de lipides qui permettent au parasite de pénétrer dans les cellules hétes et
d’interférer avec les voies de signalisation de la cellule hote en faveur du parasite (Boothroyd et
Dubremetz 2008, Saeij et al 2006, Taylor et al 2007). Les ROP sont relarguées avant et durant
I’invasion et migrent vers 3 localisations principales : la lumiére de la vacuole parasitophore, la
membrane de la vacuole parasitophore ou vers le noyau de la cellule-h6te. Ces protéines sont
essentielles a l’invasion, a la réplication du parasite et a l’interaction parasite-cellule hote

(Carruthers, 1999).

3. Dense granules :

Les denses granules sont des structures sphériques de 200nm de diamétre, qui apparaissent
denses aux électrons en microscopie électronique, dispersé dans le cytoplasme, on en dénombre 15
par tachyzoite. Les protéines des denses granules sont appelées GRA, retrouvées sous forme soluble
ou insoluble (Adjogble et coll, 2004) et sont toutes des protéines sécrétées. Elles sont sécrétées
pendant et aprés la phase d’invasion et restent solubilisées dans la lumicre de la vacuole, soit

associéees a la membrane de la vacuole parasitophore permettant sa maturation (Nam 2009, Mercier
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et al 2005) ou exportées au-dela de la vacuole dans le cytoplasme et aussi vers le noyau de la cellule
hote (Bougdour et al 2013, Braun et al 2013). Ces protéines jouent en réle dans les modifications
structurales de la vacuole et interviennent dans le recrutement des nutriments en s’associant a la
vacuole parasitophore et dans I’inhibition des voies apoptotiques de la cellule hote (Mercier et al
2005 ; Mercier et coll, 2002 ; Carruthers, 2002). Ces protéines participent a 1’invasion, a la survie

intracellulaire du parasite et a sa multiplication (Cha et coll, 2001).

e — Figure 3 : structure de T.gondii Reprinte Klinger
CM et al 2013, Copyright
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F. Gene expression et régulation (régulation de I’expression génique)

Le Le cycle parasitaire de T. gondii comporte un mécanisme permettant des changements de
formes et de stades qui sont au coeur de la pathogénése et de la persistance du parasite chez I’hote.
Ce mécanisme, appelé interconversion, permet une différenciation réversible entre les formes
tachyzoite et bradyzoite. On distingue plusieurs interconversions durant la pathogénése, une
premiére différenciation en tachyzoite responsable de la phase aigué. Puis une seconde
différenciation se deroule en fin de la phase aigué pendant I’enkystement avec une différenciation
de tachyzoite en bradyzoite mettant en place la phase chronique. Une autre différenciation a lieu
lors de réactivation des kystes, les bradyzoites se différencient en tachyzoites. L’interconversion est
associée a des changements morphologiques du parasite, mais affecte ¢galement I’expression des

antigenes spécifiques a une forme parasitaire, et met en route de nouvelles voies métaboliques
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(Ferguson et Hutchison, 1987 ; Denton H et al., 1996). On estime entre 2 a 5%, la proportion de
génes qui ont une expression spécifique selon le stade tachyzoites (SAG1, SAG2A, SAG2B, LDH]1,
ENO2, etc.) ou bradyzoite (BSR4, SAG2C, SAG4, BAG1, LDH2, ENO1, etc.) (Lyons et al.,2002 ;
Fritz et al, 2012). Le passage d’une forme parasitaire a I’autre reposerait alors sur un équilibre strict
entre activation et répression de grandes familles de genes (Cleary et al., 2002 ; Singh et al., 2002;
Radke et al., 2005). Le processus de régulation transcriptionnelle est le mécanisme majeur dans la
régulation spécifique de I’expression des genes chez T. gondii, et de ce fait dans son engagement
vers 1I’une ou 'autre de ses formes. L’interconversion semble donc mettre en jeu un systéme
complexe de controle transcriptionnel dont les mécanismes moléculaires sont encore inconnus. Les
processus de transcriptions des Apicomplexa restent pour I’instant peu décrits, et reste relativement
basique et rudimentaire par rapport aux eucaryotes. Chez T. gondii, la transcription est extrémement
dynamique, avec de nombreux ARN messagers (ARNm) présents uniqguement dans un seul stade.
Les etudes du transcriptome du bradyzoite de T. gondii ont montré une corrélation entre les niveaux
d’ARNm et I’expression de protéines spécifiques de ce stade, ainsi que des modifications radicales
des pools d’ARNm selon le stade parasitaire (Radke et al., 2005 ; Cleary et al., 2002 ; Singh et al,
2002). Les Apicomplexa, dont T. gondii, semblent quasiment dépourvus de facteurs de transcription,
alors que la proportion de facteurs de transcription semble augmenter avec la complexité biologique
de I’organisme, ce phylum ne semble pas suivre cette régle (lyer et al 2008 ; Messina et al., 2004).
On observe aussi une absence des domaines de liaison a I’ADN typique de ceux retrouvés chez les
eucaryotes HTH, bip, homéo, bHLH ou Fkh, seuls quelques rares domaines de type Zinc Finger ont
pu étre identifiés (Templeton et al.,2004). Plus récemment, par analyse bio-informatique, des
facteurs de transcription végétale de la famille Apetela2/ethylene response factor (AP2/ERF) ont
été découverts (Balaji et al., 2005 ; Oakley et al., 2007; lyer et al.,2008). Leur acquisition est
probablement une conséquence de I’endosymbiose ancienne d’un plaste non-photosynthétique.
Plusieurs protéines ApiAP2 peuvent réguler transcriptionnellement un méme géne du fait des
multiplicités des séquences d’ADN spécifiques en amont de celui-ci. Ces régulations peuvent étre
positives ou negatives. De plus, chez T. gondii on recense un vaste répertoire d’enzymes impliquées
dans le remodelage de la chromatine, ces machineries sont apparemment associées aux facteurs
ApiAP2 qui les dirigent vers leurs génes cibles (Sautel et al, 2007 ; Bougdour et al, 2010 ; Sullivan
et Hakimi, 2006). Parmi les diverses modifications possibles des histones, la régulation de
I’acétylation des histones s’avere particulierement cruciale pour déterminer les profils d’expression
génique spécifiques des stades parasitaires. Ce type de régulation a été étudié est a montré que le
facteur ApiAP2 TgCR350 est associé a la déacétylase HDAC3 (Saksouk et al, 2005).
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G. Les familles Histone acétylase et histone désacétylase de T. gondii

Comme pour tout étre vivant, I'expression des genes de T gondii est régulée pendant toutes
les étapes de son développement et pour assurer sa survie chez son héte. Ces régulations incluent
des régulations épigenétiques qui sont dépendantes de mécanismes essentiellement moléculaires et
contribuent a I’expression de [’activit¢ d’un geéne. Les histones, protéines autour desquelles
s’enroulent I’ADN, sont trés sensibles a des modifications post-traductionnelles et en particulier aux
modifications induites par acétylation (Wang et al, 2005 ; Frickel et al, 2008 ; Blanchard et al 2008).
Les modifications post traductionnelles incluent aussi la méthylation, la phosphorylation,
I'ubiquitination, la poly-ADP-ribosylation et la sumoylation (Duquesne et al, 1991). Ces
modifications entrainent des changements de la structure de la chromatine soit en modulant les
interactions des protéines avec I'ADN ou soit en permettant le recrutement de protéines spécifiques.
Elles se traduisent par des marques sur la chromatine qui sont lues par des régulateurs de la
transcription sous la forme d'un code d'histone unique (Saavedra et al, 1991). L’acétylation a pour
conséquence le gain ou la perte d’un groupement acétyle par une histone acétylase (HAT) ou par
une histone désacétylase (HDAC), réciproquement. Si l'acétylation des histones induit la
neutralisation de la charge positive des queues N-terminales de [I'histone et conduit a une
décondensation de la chromatine favorisant l'activité transcriptionnelle, I’acétylation des histones
rétablit la charge positive de la queue N-histone de I’histone, ce qui provoque un compactage de
1’ ADN sur I’histone et réprime 1’expression de genes. Chez les parasites protistes, les quatre histones
principales (H2A, H2B, H3 et H4) sont présentes, mais I'histone de liaison H1 semble étre absente
chez les Apicomplexa (Dalmasso et al, 2012). Alors que les lignées H4 et H2B sont quasi
invariantes, H2A et H3 ont de nombreuses variantes et chez les Apicomplexes dont T gondii, une
nouvelle variante de la famille H2B appelée H2Bv a été décrite (Dalmasso et al, 2006). Chez les
mammiferes, les HDAC ont été regroupées en quatre grandes classes (Gregoretti et al, 2004 ; Carey
et La Thangue, 2006) ; XU et al, 2011), les classes | et Il comprenant des enzymes qui partagent des
domaines catalytiques similaires, un mécanisme catalytique dépendant de Zn2 + et sont sensibles a
I’inhibiteur de la déacétylase Trichostatin A. Les protéines de classe III apparentées au Sir2 (car elle
partage un domaine avec la levure) contiennent 7 membres (sirtuins : SIRT1-7). Elles se distinguent
des autres HDAC en induisant la désacétylation de la lysine en utilisant comme cofacteur le
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD +) (XU et al, 2011 ; Guarente, 2000). Enfin HDAC11
reste a ce jour le seul membre connu appartenant a la classe IV (Gregoretti et al, 2004). Dans le
génome de T. gondii est dénombré des genes codant pour cing homologues d'HDAC de classe | ou

I ainsi qu'un homologue du sous-type Sir2 (classe Ill) et une HDAC3 identifiée en tant que
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membre d'un groupe distinct de protéines d'histone désacétylase de classe | apparentée a Rpd3. Vu
I’importance du réle des HDAC dans I'activation et la répression des génes codant pour des protéines
ayant un impact sur la prolifération et la survie des tachyzoites, I'inhibition de l'activité de ces
enzymes est une piste thérapeutique explorée depuis dix ans et qui s’appuie sur 1’expérience
d’utilisation d’inhibiteur d’HDAC dans le traitement de cancer dans cas de lymphome a cellules T
persistant ou réfractaire (Rangwala t al, 2012). Depuis il a été montré que des inhibiteurs d’HDAC
sont également capables d'interférer avec les voies de signalisation intracellulaires conduisant a la
mort cellulaire par apoptose, I'activation sélective de protéines intervenant dans la régulation de la
production d'especes oxygénées réactives (ROS) (Xargay-Torrent et al, 2011) et pourrait induire un
arrét du cycle cellulaire en G1 /S (Noh et al, 2011). Les premicres études d’utilisation d’inhibiteurs
d’HDAC pour limiter la prolifération de T. gondii montre que les tétrapeptides cycliques sont en
génerale plus efficaces que la trichostatine A, et la pyrimethamine (Darkin-Rattray et al, 1996 ;
Strobl et al 2007 ; Bougdour et al, 2009). L’exposition d ADNc¢ de T. gondii a I’inhibiteur HDAC :
API, révéele que l'activité de transcription au cours du développement du bradyzoite est largement
affectée (Boyle et al, 2006). L’inhibiteur FR235222 qui cible sélectivement TgHDAC3 semble
provoquer une induction de la différenciation des bradyzoites a des concentrations sublétales,
attestant que TgHDACS3 est impliqué dans le phénomene d’interconversion (Bougdour et al,2009).
Il a été démontré que 'activité inhibitrice de FR235222 est dépendante de I’insertion de deux résidus
dans le site catalytique de TgHDAC3 qui est présent exclusivement dans la famille des protéines
HDAC3. Dans le laboratoire du Docteur Ali Hakimi, I’utilisation de tests Chip-chip a permis
d’identifier 369 génes de T. gondii contenant des nucléosomes hyper-acétylés, dont un tiers sont
exprimés au stade sporozoite et / ou bradyzoite du parasite lorsque ce dernier était en présence de
FR235222 (Bougdour et al,2009). Il semble que FR235222 et ses derivés affecteraient des
bradyzoites différenciés in vitro (Maubon et al, 2010) et que le nombre de kyste est tres fortement
diminué chez certaines souris infectées par T. gondi et traités par FR235222. Des résultats
complémentaires indiquent que la division en cellules filles est altérée par I'inhibition de TgHDACS3,
ce qui est cohérent avec un ralentissement transitoire de la phase S observée et la preésence de

bradyzoites matures avec un arrét du cycle cellulaire en G1 / GO (Jerome et al, 1998).

H. Réaction immunitaire de I’héte.

T. gondii, comme tout microorganisme pathogene, provoque une infection induisant une
réponse immunitaire innée et adaptative. Les mécanismes moléculaires et cellulaires qui sous-

tendent ces réponses immunes permettent le contréle de la réplication et de la dissémination du

parasite. Suite a I’infection, une réponse innée se met en place et qui sera complétée par une

18



importante réponse adaptative de type Thl qui aboutit & une protection a long terme contre une

éventuelle réinfection

1. Réponse immunitaire innee

L’originalité dans le déroulement de I’infection par, T. gondii, est la relation subtile que ce
parasite établit, avec le systéme immunitaire de son héte. Lors de I’ingestion par voie orale de T.
gondii, la premiere barriére que franchira le parasite est celle formée par des cellules épithéliales
intestinales composées d’entérocytes. Brievement, T. gondii se lie aux entérocytes, les infecte, se
multiplier par division binaire et via un processus complexe présenté precédemment, les tachyzoites
éclatent I’entérocyte qui les hébergeait et infectent a leur tour les cellules adjacentes y compris les
cellules immunitaires comme les monocytes et les cellules dendritiques. De leur c6té, les entérocytes
parasités répondent a I’infection de T. gondii en sécrétant de 1’oxyde nitrique (NO), des cytokines
et des chémokines. L’oxyde nitrique libéré par les entérocytes inhibera la réplication du parasite et
sa pénétration dans les cellules qui tapissent la lamina propria et les ganglions mésentériques.
(Hayashi, 1996 ; Yap, 1999). Les chémokines produites permettent le recrutement des neutrophiles,
macrophages, monocytes, cellules dendritiques (DC), et lymphocytes au site de 1’infection (Mackay,
2001, Kasper et al., 2004). Les neutrophiles jouent un réle dans la reconnaissance et la
neutralisation, ils se mobilisent et migrent rapidement vers le lieu de I’infection (Bliss et al, 2000)
et sont capables de secréter des chémokines et des cytokines proinflammatoires comme 1’TIL12 et le
tumor necrosis factor-o. (TNF) (Denkers et al, 2003). Dans des modeles murins, il est démontré
que les neutrophiles produisent aussi de 1’interféron gamma (INF- v), puissant agent inflammatoire
et cytokine majeure dans I’immunité anti-toxoplasmique, pendant les premieres phases de
I’infection de T. gondii (Sturge al, 2013). Ces cellules participent ainsi a la résistance a T. gondii
dans les stades précoces de I’infection et contribuent a 1’élimination partielle du parasite. Les
macrophages ont un réle pivot dans la détection et I’élimination par phagocytose, en présentant des
peptides antigéniques en association avec des antigénes d’histocompatibilité et des molécules co-
stimulantes. Ces cellules initient une forte réponse inflammatoire par la synthése de molécules pro-
inflammatoire telles que I’IL12. Les DC sont des cellules sentinelles, elles interviennent dans la
phase précoce de I’infection en participant a la reconnaissance du parasite. Elles induisent la
production de chémokines et cytokines pouvant attirer et activer d’autres types cellulaires comme
les macrophages, les cellules NK et les lymphocytes T. Ces cellules sont la principale source d’1L2,
cytokine jouant un role majeur dans la résistance de 1’hote au parasite (Gazzinelli et al 1993) et
aussi dans la réponse spécifique contre le pathogéne. Ce qui est particulier au cours de cette phase

précoce de I’infection est que la mise en place des réponses innées et intestinales de [’hdte qui visent
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a lutter contre 1’infection de T. gondii, profitent a ce dernier pour établir son cycle infectieux. En
effet, il est probable que des monocytes et des DC parasités dans les plaques de Peyer et la lamina
propria soient drainés dans les ganglions mésentériques et rejoignent la voie sanguine permettant
ainsi au parasite de coloniser d’autres tissus comme la rate, le poumon, le foie et le cerveau. D’autre
part, il est important de mentionner que le parasite lui-méme participe a la mise en place des
réponses innées en induisant précocement la synthése d’IL12 par les DC et les macrophages, (Sher
et al, 1998). La libération précoce d’IL12 induirait a son tour la production d’IFNy, par les cellules
Natural Killer (NK) et les cellules T (Hunter et Remington, 1995 ; Gazzinelli et al , 1993 et 1994) .
L’ IFNy produit agirait en synergie avec le TNF-a pour activer les macrophages (Sibley et al. 1991).
L’activation de ces derniers serait cruciale pour limiter la multiplication du parasite en augmentant
la production de radicaux libres et d’oxyde nitrique (NO) (Miller et al., 1999) avant la mise en place

de ’'immunité adaptative.

2. Réponse immunitaire adaptative

L’immunité adaptative participe a la résistance et la protection contre le développement de
la toxoplasmose. Les acteurs principaux de la réponse immunitaire adaptative sont les lymphocytes.
Ces cellules ont besoin d’un temps de « priming » pour réagir contre le pathogéne qui est assuré par
I’intermédiaire des DC et de cytokines. Pour rappel, I’induction par un pathogéne d’une réponse
TH1/TH2 dépend de plusieurs signaux stimulateurs versus inhibiteurs délivrés par les cellules
dendritiques, qui régulent la sécrétion des cytokines des lymphocytes T primés. Une fois « primé »
ou stimulé, ces cellules gardent la mémoire contre le pathogéne. C’est-a-dire que en cas de

réinfection avec le méme pathogene, ces cellules répondront plus rapidement pour 1’éliminer.

Au cours de I’infection par T. gondii, les DC jouent un réle majeur dans le déclenchement
et la polarisation des réponses immunes spécifiques et dans la protection a long terme durant les
infections chroniques (Yap et al, 2000). Ces cellules présentatrices d’antigénes induisent une
réponse cellulaire caractérisee par une réponse de type TH1, par un profil cytokinique TNF-a, IFNy
et ’IL12 (Sayles et al, 2000), et I’activation des lymphocytes CD4+ et CD8+. Les macrophages qui
ont été activées contribuent eux aussi a I’initialisation de cette immunité de type TH1 Ce profil
cytokinique participe au contrble de la multiplication des tachyzoites et a I’initialisation et le
maintien de I’immunité a médiation cellulaire (Subauste et al, 1998 ; Denkers, 2003). Les
lymphocytes CD4+ jouent un r6le important dans la régulation de la réponse immunitaire alors que
les lymphocytes CD8+ sont les effecteurs majeurs luttant contre le parasite. Le contrble de

I’infection dépend principalement de la production d’IFNy par les lymphocytes. Le role ces
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lymphocytes CD8+ est primordiale dans la résistance et la protection a I’infection et jouent un réle
en continue dans la phase chronique de I’infection en limitant la réactivation de kystes (Suzuki et al
1990, Suzuki et Remington 1990), cette réactivation étant contr6lé par le maintien de la production
d’IL12 par les macrophages (Yap et al, 2000). Il est a noter que durant I’établissement de I’immunité
contre T. gondii, a nouveau le parasite profiterait de la réponse de 1’hote. Il est en effet rapporté que
I’INF-y produit favoriserait la transformation des tachyzoites intracellulaires en bradyzoites au

niveau des kystes et I’enkystement au niveau du tissu musculaire et du cerveau.
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11. Objet d’étude



La retronversion des différents stades de T.gondii est au cceur de la pathogenése. Les stades
tachyzoite, bradyzoite et sporozoite sont définis par I’expression spécifique de certains génes
permettant d’identifier précisément chaque stade. Méme si certaines études démontrent
I’importance des mécanismes de retronconversion au niveau de la transcription des génes impliqués
entre les stades, ce phénomeéne spécifique aux Aplicomplexes restent a explorer y compris une étude
compléte et approfondie des génes qui y sont associés. Il est encore difficile d’induire des kystes
par manipulation in-vitro et par conséquent d’analyser le stade bradyzoite et d’étudier I’ensemble
des génes et de leurs modifications qui conduisent au stade bradyzoite et a son maintien. En
laboratoire, les tachyzoites mis sous exposition a une différence de Ph ou en présence d’IFN-y, se
différencient en bradyzoite, toutefois la différenciation induite n’est pas optimale. Récemment,
I’équipe du Docteur Ali Hakimi a montré que 1’utilisation d’un composé (drogue) identifié sous le
nom de FR235222 induit la différenciation tachyzoite en bradyzoite par inhibition des HDAC.
L’identification de composeés altérant 1’épigénome du parasite et induisant différents stades de son
cycle biologique est une voie de recherche originale pour d’une part, I’étude du phénomeéne de
retronversion et d’autre part la caractérisation de certains genes spécifique du stade bradyzoite et/ou
impliqués dans la formation des kystes. La caractérisation d’autres composés/drogues possédant les
propriétés d’interférer au niveau épigénétique sur les HDAC est nécessaire pour implémenter les
connaissances des genes de T.Gondii impliqués dans son cycle de vie. C’est dans ce contexte qu’un
second composé possédant des propriétés capable d’interférer au niveau de 1’épigénome de T.gondii
par inhibition des HDAC, nommé 12, a été retenu comme base d’étude de ma thése. La
caractérisation fine de la régulation épigénétique des genes impliqués dans les différents stades de
vie du parasite constitue aussi une voie prometteuse pour le développement de thérapie pour lutter
contre ce parasite. Les résultats préliminaires mettent en évidence un phénotype présent que dans
certaines souches et révelent la fonction de génes spécifiques selon les souches qui restent a

confirmer.

Les interactions moléculaires entre T.gondii et son héte restent encore a étre élucidées. 1l y
a tout un jeu de régulation qui est mis en place pour la survie de la cellule et/ou de T.gondii. L’étude
de certains genes et/ou protéines de T.gondii est primordiale pour comprendre certains mécanismes
de la pathogéneése, comme par exemple 1’échappement du contréle du systeme immunitaire.. 1l est
également important de comprendre, alors que T.gondii infecte tout type de cellules nuclées, quels
sont les facteurs qui conditionnent I’observation que certains de ses génes ne s’expriment que dans

certains type de cellules et aussi a travers les especes.. Des modeles in-vitro et in-vivo de génes
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invalidés par le systeme de CRISP-CAS9, qui permet de fournir des informations sur la fonction de
la protéine codée par un géne donné et d’élucider certaines interactions hoéte/pathogene sont
appropriés pour répondre aux observations décrites ci-dessus. Il est également important d’analyser
les conséquences de I’invalidation d’un géne et de vérifier si la perte de fonction est compensée par
I’expression d’un autre géne ou une autre protéine, en d’autres termes la capacité d’adaptation du
parasite. Les travaux que nous avons entrepris en utilisant I’invalidation d’un géne par le systéme
CRISP-CAS9, nous ont permis de mettre en évidence un géne impliqué dans la croissance du

parasite et qui semble contribuer a la résistance de T. gondii a un traitement IFN-y.
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11.Résultats



A. Composé 12
1. Résultat préliminaire HMS-12 par I’équipe du Pr. Robin C. Allshire

Comme indiqué précédemment, I'hétérochromatine, de par sa structure condensée et
conservée durant tout le cycle cellulaire, joue un role essentiel dans la répression des genes,
I'intégrité du génome et la ségrégation des chromosomes. Par ailleurs, il existe un ensemble
d’¢léments régulateurs des processus épigénétiques qui sont de petites molécules mobiles appelées
micro ARN (miRNA) ou des petits ARN interférents décrits pour inhiber I'expression de genes avec
une grande spécificité de séquence. Dans la levure a fission, Schizosaccharomyces pombe, la
formation de I’hétérochromatine est connue et les complexes protéiques conservés ont un effet sur
la formation d'hétérochromatine via le recrutement d’un ARN interférent de 1’histone H3 lysine 9
méthyltransférase. Un des axes de recherche investigué pour lutter contre des pathogenes est
d’inhiber la formation d’hétérochromatine en recherchant des molécules qui interférent avec les
complexes moléculaires impliqués dans la formation de 1I’hétérochromatine. Pour atteindre cet
objectif, ’équipe de Robin C. Allshire (E. Castonguay et al, 2015) a dans un premier temps réalisé
un criblage cellulaire de la perte de désactivation d’un géne rapporteur kanMX inclus dans de
I’hétérochromatine centromérique de levure a fission en testant en tant qu’inhibiteur des molécules
capables d’interférer avec les modulateurs de l'intégrit¢ de 1'hétérochromatine. Pour rappel,
I'expression de kanMX confere une résistance a G418, et comme dans les cellules cenl-kanMX, le
géne rapporteur est blogué par I'hétérochromatine environnante, ces cellules présentent une
sensibilité a G418. De plus, I'hypoacétylation d'histones est également une caractéristique de
I'nétérochromatine, et une augmentation de I'acétylation de I'histone-lysine devrait accompagner la
perte de l'inactivation du gene du marqueur centromérique. Le criblage des cellules cenl-kanMX a
permis d’identifier deux composés, 2- (2,3-dihydro-1,4-benzo [b] [1,4] dioxin-6-yl) -6-
méthylimidazo [1,2-a] pyridine et N- (1-benzo - [b] thiophén-2-yl) -4- (2-chloro-6-fluorobenzyl)
pipérazine-1-carboxyamide qui ont été dénommés, HMS-11 et HMS-I2 respectivement. Ces deux
composés en augmentant la résistance des cellules cenl-kanMX a G418 ont été considérés comme
des inhibiteurs de la répression génique médiée par I'nétérochromatine constitutive. Dans un second
temps, les auteurs, ce sont attachés a demontrer les caractéristiques de ces deux composes.
Brievement, les auteurs montrent que ces deux composés, provoquent une diminution de la
méthylation dans tous les loci régulés par la méthylation de I'histone. Cette diminution est observée
au niveau des répétitions centromériques, des régions télomériques ainsi qu’au niveau du locus
sexuel, et ceci est compatible avec I'inhibition de I'histone désacétylase (HDAC) CIr3 et /ou Sir2.
Une augmentation de I'acétylation de H3K9 et de H3K14 sur cenl1-kanMX dans des cellules traitées
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avec HMS-I1 et HMS-12 cultivées en présence de G418 a été notée. Ces résultats permettent
d’affirmer que les produits HMS-I1 et HMS-12 augmentent la résistance des cellules cenl-kanMX
au G418 par une perturbation générale de I'nétérochromatine centromérique et une expression
concomitante élevée du géne de résistance kanMX intégré. Des expériences complémentaires
indiquent que les deux composés modifient également ’activité du complexe répresseur Snf2 /
HDAC contenant CIr3 (SHREC) et inhibent in vitro I'activité de HDAC ClIr3 de classe 1l de la levure
de fission. Globalement, les analyses convergent et montrent que le composé HMS-12 atténue la
répression genique médiée par I'hétérochromatine en modéle fongique ou végétal et pas dans les

cellules humaines au contraire du composé HMS-11.

Comme I’analyse de la structure chimique du composé HMS-12 suggere que son mécanisme
d’action est probablement différent de celui des inhibiteurs canoniques classiques des HDAC, du
fait que HMS-12 ne présente pas des caractéristiques évidentes de chélation du zinc et que ce
composé affecte 1’intégrité de 1’hétérochromatine in vivo en interférant sur des interactions
protéiques au sein du complexe HDAC et plus particulierement des HDAC de classe I, il nous est
apparu intéressant de définir le mécanisme d’action de ce nouveau composé 12 et de tester s’il était

capable d’altérer la croissance de T. gondii.

2. Résultats préliminaires : transcriptomique.

Une étude transcriptomique a été réalisée pour observer si la transcription de génes de T.
gondii en présence du composé 12 serait altérée négativement ou positivement. Les résultats de
cette étude sont résumés dans la Figure 4. Brievement, quand le composé 12 est ajouté au milieu
apres 24h post infection, la transcription de plusieurs génes est réprimée (indiqué en orange dans la
figure 4) alors que plusieurs génes sont surexprimés/activés (indiqué en bleu dans la figure 4).
L’ensemble des résultats de cette premiére analyse montre que les génes dont la transcription est
altérée codent pour des fonctions trés différentes et permet de conclure que le composé 12 a une
action sur la transcription de certains génes chez T. gondii Une analyse comparative
transcriptionnelle entre les composés 12 et FR235222, reconnu comme un inhibiteur HDAC
(Bougdour et al., 2009), a été réalisée afin de déterminer quels sont les génes de T. gondii qui sont
régulés de maniére spécifique par le composé 12. Les résultats résumés dans la Figure 5 montent
que les composés 12 et FR235222 induisent 1’expression de 39 et 25 protéines réciproquement dont
14 sont surexprimees en presence des deux composés. Cette analyse comparative montre que le
composé 12 ne régule pas les mémes genes que le composé FR235222 et que le composé 12 a une

action spécifique sur la régulation de certains genes exprimés par le parasite.
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TGME49_283702, FATCdomain-containing protein

TGME49_221910, Zinc finger containing protein
TGME49_269550, WD domain containing protein

TGME49_244590, katanin-like family protein TGME49_275470, GRA15
TGME49_293190, phosphatasefamilyprotein: TGMEA49 240090, ROP34
TGME49_310190, PIK3R4 kinas TGME49_315220, ROP14

TGME4$_227850, peptidyl-prolyl cis-transisomeras TGME49_224050, AP2X4
TGME4S_261650, hypothetical protein TGMEA9_269010, AP2VIIl-7
TGME43_203910, TBC domain-containing protein TGME49 218960, APZXIH
TGME49_208740, microneme protein TGME49_216220, AP2XS
TGME43_275430, hypothetical protein TGME49_214840), APZXT
TGME49_227900, AP2X-1

TGME49_212880, surface antigen repeat-containing protein:
TGME49_264660, SRS

TGME49_207140, SRS49B:

TGME4$_253330, Rhoptry kinase family protein
TGME43_209755, PSP147

TGME49_208730, micronemeprotein,putativ
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TGME49_216140, tetratricopeptiderepeat-containing protein
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TGME49_291040, LDH:

TGME49_207210, hypothetical protein

TGME49_293790, hypothetical protein

TGME49_202020, DnAK-TPR

TGME49_280570, SRS35A

. GID2 induced proteins
FR235222 induced proteins
. Proteins induced by both inhibitors

Figure 5 : Analyse transcriptomique de T.gondii traité avec
le composé 12. Est représenté les genes induits lors d'un
traitement par le composé 12, soit 39 (en violet claire), par le
composé FR235222, soit 25 (en jaune) et par les deux
composés soit 14 (violet foncé). Le tableau récapitule les
genes induits par le composé 12 qui peuvent étre induit par
FR235222.

2 XilogFC

Figure 4 : Analyse transcriptomique de T.gondii
traité avec le composé 12. En orange les genes
activés lors d'un traitement par le composé 12. Eten
bleu les génes inhibés lors d'un traitement par le
compose 12

GID2 induced FR235222 induced

YES
YES
YES
YES
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3. Le composé 12 inhibe la croissance chez T. gondii de maniére souche
indépendante
Nous avons utilisé plusieurs souches de parasites de type | (GT1) et de type Il (ME49) pour

caractériser I’inhibition du composé 12 sur la survie du parasite. Pour ce faire, des fibroblasts
humains (HFFs) ont été infectées avec ces différentes souches de parasites pendant 24h puis
incubées en présence du compose 12 a 30 UM pendant 24h. Nous avons constaté qu’en présence de
la drogue, les parasites arrétent leur croissance. Pour confirmer cette altération du cycle de vie du
parasite, nous avons réalisé des plaque assays. Comme décrit précédemment des HFFs sont
infectées avec des parasites, puis la drogue est ajoutée a 10 uM ou a 30 UM apres 24h d’infection.
Dans cette série d’expériences les parasites ont été laissés environ 1 semaine en présence ou pas de
la drogue. Classiquement, aprés une semaine d’infection, des plages de lyse cellulaire apparaissent
en absence de traitement. Au cours de ces expériences nous avons observé que le nombre et 1’aire
de plages de lyse entre les parasites traités et les parasites non traités sont significativement
différents (Figure 6). En effet, on observe un nombre significativement réduit de plages de lyses et
de leurs surfaces quand les parasites sont traités avec la drogue 12 a 10 um, et aucune plage de lyse
est détectable dans les cellules infectées par T. gondii quand ce dernier est en présence du composé
12 a2 30 uM (Figure 6).

Ces observations ont été relevées quel que soit la souche utilisée. Ces données suggérent que
le composé 12 réduit ou stoppe la croissance du parasite, et que 1’action de 12 sur la croissance de

ce parasite est stable et durable pendant au moins 10 jours.

A Sans 12 12 10uM 12 30uM
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Figure 6 Analyse des plaques assays Figure 6A. Les HFF sont infectées avec les souches GT1 et ME49, puis aprés 24h
d’infections les cellules sont traitées avec le composé 12 a 10uM et 30uM pendent une semaine. Les HFF sont par la suite colorées
au bleu de Coomassie pour révéler les plages de lyse. Figure 6B Graphique représentant le nombre de plage de lyse pour les
différentes conditions. Chaque point représente la moyenne d’une expérience faite en triplicata. Figure 6C Graphique
représentant la comparaison de ’aire des plages de lyse pour chaque condition. Chaque point représente la moyenne d’une
expérience faite en triplicata. **** est égale p value de <0,0001

Afin de détailler les caractéristiques de ce phénotype d’inhibition de croissance, nous avons
compté le nombre de parasites par vacuoles sur des cinétiques de temps d’exposition du composé
12 plus courtes s’étalant entre 48 et 72 heures d’infection avec des traitements de 24 & 48 heures de
la drogue 12, réciproquement. Sachant que T. gondii se divise par endodyogénie et avec un temps
de génération d’environ 8h, on peut estimer le nombre de cycle de retard provoqué par la drogue 12.
Nous avons constaté comme dans 1’expérience précédente que le parasite a un retard de croissance
significatif suite a un traitement de 24h a 30 uM. Cependant si on allonge le temps d’infection du
parasite a 72 heures avec un traitement de 12 pendant 48h et qu’on compare le nombre de parasites
par vacuole par rapport a une infection de 48h avec un traitement de 12 pendant 24h, ce nombre est
significativement plus élevé, indiquant ainsi que la croissance du parasite est ralentie et non
totalement inhibée (Figure 7A). Lors des comptages nous avons observé des nombres impairs de
parasites ou qui ne sont pas un multiple de 1’endodyogénie soulignant une altération de la croissance
du parasite en présence d’I2. Dans une dernic¢re série d’expériences, nous avons remarqué que
lorsque 1’exposition au composé 12 est supprimée, en changeant le milieu, les parasites reprennent

leur croissance normalement et rapidement (Figure 7B).

L’ensemble de ces résultats suggére que 12 ne tue pas le parasite mais provoque un retard de

la croissance. Nous avons estimé que sur 24h, le parasite, en présence du composé 12, a un retard
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de deux cycles de division. Ce retard de croissance a été observee quel que soit la souche étudiée et

avec le méme décalage de deux cycles. Enfin, I’effet de 12 est réversible indiquant que ce composé

a une action tres rapide sur la croissance de T. gondii.
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4. Phénotype vacuole souche dépendant

Au cours des expériences nous avons remarqué gque sous exposition a la drogue 12 certaines

souches développent un phénotype particulier. En effet les souches, ME49 ainsi que toutes les

souches de types Il et la RH de type I, montrent une déformation de la vacuole qui a I’apparence

d’une bulle (Figure 8A). Pour cette raison ce phénotype est appelé « bubble ». Nous avons constaté

que ce phénotype n’est pas présent chez certaines souches dont la GT1 et les souches GUY, qui

présentent elles aussi, un défaut de croissance sous I’effet de 12 (Figure 8B). Bien que RH et GT1

soient toutes les deux des souches de types I, elles se différencient I'une de I’autre par I’expression
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de certains génes. La formation de ce phénotype « bubble », pourrait étre associée a une régulation

sur un gene précis exprimé differemment dans les souches de T. gondii.

I1 est important de noter qu’a ce stade de notre étude, nous observons deux phénotypes
précis chez le parasite sous 1’exposition de 12 : un premier effet qui se caractérise par un retard de
la croissance de parasite toutes souches confondues, et un second effet qui est une distorsion de la
vacuole et est souche-dépendante. Par la suite nous nous sommes concentrés sur 1’étude de cette

distorsion de la vacuole.
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Figure 8 : Analyse des souches traitées par 12. Figure 8A : Image de microscopie des souches GT1, ME49 et RH avec ou sans
traitement par le composé 12, les HFF sont fixées puis les noyaux marqués au HOESCHT. Figure 8B : Image de microscopie
des souches GT1, GUY-DOS, GUY-KOE, GUY-MAT et ME49 avec ou sans traitement par le composé 12, les HFF sont fixées
puis les noyaux marqués au HOESCHT. Figure 8C Comparaison du nombre de parasites par vacuole chez les souches GT1,
GUY-DOS, GUY-KOE, GUY-MAT et MEA49 traités ou non avec le composé 12.

Pour élucider la formation et I’apparition de « bubble », nous avons réalisé une cinétique et
aussi plusieurs conditions de concentration de la drogue 12. Nous avons remarqué que ce phénomene
arrive rapidement apres ajout de la drogue car observable aprés 6h d’exposition et & une dose de
30uM, et a partir d’une dose de 20 uM pendant 24h le phénotype est aussi observable. Les vacuoles
« bubbles » continuent a s’¢largir si les temps d’incubation au composé 12 sont augmentés (Figure
9). Pour les expériences futures, les conditions retenues sont 24h d’exposition et 30puM du composé
12.
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12 10uM (24h) 12 20uM (24h)  1230uM (24h) 12 40uM (24h)

Sans 12

126H (30uM)  1218H (30uM) 12 24H (30pM) 12 48H (30uM)

Figure 9 : Effet de la drogue I2 en fonction de sa concentration et de son temps d’incubation. Des HFF sont infectées par la
souche PRU-ku80. La série du haut correspond au méme temps d’incubation, 24h, mais a des doses différentes du composé 12.
La série du bas correspond a la méme concentration, 30uM, mais a des temps différents. Les cellules sont fixées puis marquées
au HOESCHT

Nous avons recherché a savoir si ce phénomene était cellule- ou espéce- dépendante. Pour
cela, le méme type d’expérience a été réalisé sur des MEF (fibroblastes murins) les cellules Hela,
une autre lignée humaine. Le phénotype vacuole « bubble » est observé dans ces deux types de
cellules infectées par T. gondii en présence de la drogue 12 (Figure 10). Cette expérience indique
que la déformation de la vacuole n’est pas régulée par I’espece ou le type de cellule de 1’héte du
parasite, et que la déformation de la vacuole est dérégulée par la drogue et par un effet direct sur

I’expression d’un ou plusieurs genes du parasite.

Sans 12

Figure 10 : Analyse de Deffet du composé 12 sur d’autres
lignées cellulaires infectées par T.gondii. Des cellules Hela
et MEF sont infectées par la souche PRU-ku80 pendant 24h
puis traitées avec le composé 12 pendant 24h. Les cellules
sont par la suite fixées et marquées au HOESCHT.

Hela

MEF
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Briévement, I’analyse des résultats obtenus permet de dresser le constat que le phénotype de
limitation de la croissance est présent chez toutes les souches que nous avons étudiées a ce jour et
comme le phénotype vacuole « bubble » n’est pas toujours observé et semble dépendre de la souche
¢tudiée (Figure 11A), nous avons émis 1’hypothése que les deux phénotypes observés ne pas sont
associes. Les mémes séries d’expériences de cinétiques entreprises pour caractériser le défaut de
croissance ont éte réalisées pour détailler le phénotype vacuole « bubble ». Les résultats de ces
expériences montrent que si on change le milieu et que les parasites ne sont plus sous effet de 12, la
croissance du parasite reprend, comme precise précédemment, et que le phénotype vacuole
« bubble » n’est plus observé indiquant que ce phénotype est lui aussi réversible (Figure 11B). Ces
expériences permettent d’avancer I’hypothése que la drogue agit de maniére franche et spontanée
sur la croissance du parasite et n’induit pas de modification ni de changement irréversible du cycle

de croissance du parasite et de la formation de la vacuole.

A P<0.0001 Figure 11 Phenotype « bubble »
vacuole. Figure 21A : Pourcentage
- de vacuole « bubble » rapporté au
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ou non avec le composé 12. Les

cellules sont infectées pendant 24h
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Pour poursuivre la caractérisation des effets du composé 12 sur le cycle de vie de T. gondii
nous avons entrepris une série d’expériences dans les conditions ou les cellules sont traitées avec la
drogue avant d’étre infectées par le parasite. Dans ces expériences, les cellules sont incubées
préalablement pendant 24h avec le composé 12 puis les parasites sont ajoutés pendant 24h et toujours
en présence de 12. Dans ces conditions de prétraitement avant infection, nous avons remarqué que
les parasites infectent toujours la cellule hote, et qu’ils forment une vacuole plus grande du type
« bubble » (Figure 12B et Figure12D). De plus, nous avons observé que les parasites ne se divisent
pas ou trés peu car nous avons dénombré une moyenne d’un parasite par vacuole contre quatre
parasites par vacuole dans les cellules infectées et non prétraitées avec la drogue 12 (Figure 12A).
Ces expériences nous montrent que 12 n’interfére pas avec la cellule hote mais uniquement avec le
parasite. Par ailleurs cette série d’expériences nous informe que 12 ne bloque pas I’invasion du
parasite (Figure 12C), et qu’il est probable que la cible de 12 n’est pas un ¢lément moléculaire de
surface des différentes organelles du parasite et ni une protéine responsable de la phase d’invasion
du parasite. Le composé 12 apparait comme interférer avec la machinerie des genes impliqués dans
la réplication et la survie du parasite.
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D 12 avant et sans 12 12 avant et 12

pendant infection pendant infection

Figure 12 : Analyse des cellules prétraitées avec le composé 12, avant infection. Figure 12A Nombre de parasites par vacuole lors
de pré-traitement des cellules HFF par I2. Chaque point représente la moyenne d’une expérience. Figure 12B Pourcentage de
vacuoles « bubble » par rapport au nombre de vacuoles total. Chaque point représente la moyenne d’une expérience. Figure 12C
nombre de vacuoles dans les 10 champs comptés par expériences. Chaque point représente la moyenne d’une expérience. Figure
12D Image de microscopie de cellules HFF traitées avec 12 pendant 24h puis infectées par PRU-ku80 avec ou sans présence de
12. Les cellules ont été fixées puis marquées au HOESCHT.

S. 12 n’induit pas ’expression de ENO1

Nous avons recherché a savoir si la drogue 12 pouvait induire le stade bradyzoite du parasite,
lié au fait qu’il est connu que le stade bradyzoite a une croissance plus lente que le stade tachyzoite.
Vu les propriétés inhibiteur HDAC de la drogue 12, il est possible, que comme pour la drogue
FR235222, le composé 12 soit lui aussi capable d’induire une interconversion des stades du
parasites. Pour documenter cette hypothése, nous avons utilisé une souche épitope étiquettée pour
le géne ENO1, nommé : Pruku80-ENO1-HA-flag, puisque le géne ENO1 est un gene spécifique du
stade bradyzoite. Des HFFs ont été infectées avec la souche Pru ku80-ENO1-HA-flag puis traitées
indépendamment avec les drogues 12 et FR235222, qui dans le contexte de ces expériences, a été
utilise comme contréle positif (FR235222 induisant ENOL1, Sindikubwabo F et al., 2017), pendant
18h puis les cellules infectées ont été fixées et marquées par immunofluorescence avec un anticorps
primaire anti-HA qui est dirigé contre 1’épitope du tag. On constate que, dans le cas ou les parasites
sont traités avec FR235222, plus de 90% des parasites expriment la protéine ENO1 dans le noyau
du parasite. Par contre dans le cas des parasites traités avec la drogue 12, seulement 12% des
parasites expriment ENO1 (Figure 13). Ces expériences ont été répétées plusieurs fois et les mémes
résultats ont été observés. De ce fait on en a déduit que la drogue 12 a I’opposé de FR235222 induit

mal le stade bradyzoite in vitro, bien qu’il soit décrit comme un HDAC inhibiteur.
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Figure 13 : Etude de ENOL. Figure 13A image de microscopie en fluorescence des cellules HFF infectées avec la souche PRU-
ku80-ENO1-HAflag puis traitées avec les composés 12 et FR235222 pendant 18h. Les cellules ont été fixées puis marquées avec
un anti-HA et un anticorps secondaire couplé a ’ALEXA594. Les parasites exprimant ENOI sont marqués en rouge. Figure 13B
Comptage du nombre de vacuoles exprimant ENO1 et le nombre de vacuoles total. Figure 13C Pourcentage de vacuoles qui
expriment ENOL1 selon les différentes composés 12 et FR235222. **** e¢st égale a une p value <0,0001

6. Caractéristique de la taille de la vacuole

Normalement la taille de la vacuole s’agrandit au fur et a mesure que le parasite se divise. Par
contre en présence du composé 12, la vacuole s’accroit également malgré le nombre plus faible de
parasites. Cela amene a penser que la biogénése de la vacuole ne serait pas perturbée par la drogue
12 et ne semblerait pas dépendre de la croissance du parasite. Pour tester cette hypothése, les aires

des vacuoles ont été mesurees apres soit 6h ou soit 24h de traitement avec 12 et comparées avec les
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aires des vacuoles de parasites non traités. Nous avons observé deux phénomenes, d’une part dans
le cas d’un traitement de 6h, les aires des vacuoles des parasites traités ne sont pas significativement
supérieures aux aires des vacuoles des parasites non traités, méme si une tendance est observée
(Figure 14A). D’autre part, dans le cas d’un traitement pendant 24h, les aires des vacuoles des
parasites sous traitement d’I12 sont significativement inférieures aux aires des vacuoles des parasites
non traités (Figure 14B). La combinaison de ces deux résultats nous indique que 1’évolution de I’aire
de la vacuole des parasites traitées ne coincide pas avec I’évolution de la vacuole dans des conditions
normales, démontrant ainsi que la distorsion de la vacuole est un phénomene proprement induit par
la drogue 12 et indépendant du nombre de parasites. Nous avons remarqué que suite a des traitements
sous exposition d’I12, pendant des temps inférieurs a 6h, ’aire de la vacuole semble étre supérieure
a celle de la vacuole contrble et que malgré la distorsion observée, la vacuole sur le long terme

n’atteindra pas la méme taille que celle des vacuoles présentes dans des conditions normales.

A

oo

p=0.0190 NS NS
1000- 300-
[ o~ p=0.0244
R =
F o ol
S 600 .\. S 200+
0 7 [T}
S S NS u
ri < 100
£ e
o 200- o
< <
0 T T T 0 T T T T
N > > ' >
$ & & G N
O° .O° & &
& S S
<< 2 << <@
& & & &
g & R
<& & & Vv
& N & S

Figure 14 Analyse de Uaire de la vacuole. Figure 14A L’Aire de la vacuole est calculée a I’aide du logiciel Zen. Les souches GT1,
ME49 et RH sont traitées ou non avec le composé 12. Figue 14B Aire de la vacuole des parasites traités ou non avec 12 en fonction
de deux temps soit une incubation de 6h de 12 soit une incubation de 24h de 12.
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7. Etude de ’impact de 12 sur les protéines des denses granules

Pour compléter cette étude nous nous sommes interrogés sur I’impact de cette distorsion de
la vacuole sur les protéines des denses granules. Les protéines des denses granules peuvent étre
associés a la membrane de la vacuole parasitophore (MVP) ou impliquées dans des échanges par
I’intermédiaire de la VP. Par le fait que la VP se voit modifiée par le composé 12, nous avons voulu
vérifier si cette modification pouvait impacter sur les protéines des denses granules, comme un
¢ventuel changement de localisation ou d’exportation des protéines. Dans un premier temps nous
nous sommes intéressés aux protéines exportées au-dela de la vacuole, de maniére a savoir si la

vacuole garde sa perméabilite.

Nous avons utilisé deux souches identifiant deux différentes protéines exportées jusqu’au
noyau, RHku80-GRA16-HAflag et Pruku80-TGIST-HAflag. Dans ces expériences les cellules sont
infectées pendant 10 heures avant d’ajouter la drogue pendant 24h. Nous nous sommes placés dans
ces conditions a cause de la cinétique de sécrétions des GRA qui est limitée dans le temps. Les
cellules sont fixées puis marquées par immunofluorescence avec un anti-HA, ’intensité de
fluorescence de chaque vacuole et du noyau des cellules infectées sont quantifiés. On observe qu’en
présence de 12 I’intensité de fluorescence est significativement plus faible que ce soit dans la vacuole
ou dans le noyau par rapport aux conditions sans 12, pour les deux souches testées (Figure 15).
Toutefois on ne peut pas conclure si cette baisse d’intensité qui refléte une diminution de protéines
est a accorder a en effet direct du composé 12 sur la perméabilité de la vacuole ou tout simplement,

est une conséquence du défaut de croissance du parasite, et le reflet d’un effet secondaire.
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Figure 15 Etude de 'impact de 12 sur les GRA sécrétées. Figure 15A : Image de microscopie en fluorescence des marquages
réalisés dans des cellules HFF infectées par la souche RH-ku80-GRA16-HAflag traitées ou pas avec 12 pendant 24h. Les cellules
sont fixées puis marquées avec I’anticorps primaire anti-HA, et I’anticorps secondaire couplé a ’ALEXA 594. Les noyaux sont
marqués au HOESCHT. Figure 15B Mesure de Uintensité de fluorescence des vacuoles et des noyaux des cellules infectées par
la souche RH-ku80-GRAL6-HAflag. L’intensité a été calculée grace au logiciel Zen. Figure 15C : Image des marquages réalisés
en fluorescence dans des cellules HFF infectées par la souche PRU-ku80-TGIST-HAflag traitées ou pas avec 12 pendant 24h.
Les cellules sont fixées puis marquées avec I’anticorps primaire anti-HA, et I’anticorps secondaire couplé @ ’ALEXA 594. Les
noyaux sont marqués au HOESCHT. Figure 15D Mesure de Dintensité de fluorescence des vacuoles et des noyaux des cellules
infectées par la souche PRU-ku80-TGIST-HAflag. L’intensité a été calculée grace au logiciel Zen. **** est égale a une p value
de <0,0001

Afin de répondre a ces deux hypothéses, une seconde série d’expériences a été réalisée en
incluant un contréle supplémentaire. Les cellules ont été infectées avec les parasites pendant 6
heures et au moment de rajouter la drogue 12, une série de cellules sans drogue est fixée. La drogue
12 est rajoutée pendant 24h et un contrdle sans drogue est inclus. De cette maniére nous avons un
point pour quantifier les protéines avant 1’action de la drogue et établir des comparaisons avec les
parasites traités et non traités dans un temps plus long. Avec les deux souches étudiées, nous avons
constaté qu’au point 6h sans traitement il y a peu de protéines, et noté, par comparaison, au point
24h, une augmentation de I’intensité de fluorescence que ce soit avec ou sans traitement (Figure
16). Cependant, I’intensité de fluorescence et par conséquent la quantité de protéines, entre les
parasités traités ou non, sur le long terme, est significativement différente. En d’autres termes ces
expériences montrent que les protéines continuent a étre exportées sous 1’action de la drogue 12, que

la diminution de la quantité de protéine est en rapport avec le nombre de parasites par vacuole.
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Figure 16 Etude de 'impact de 12 sur les GRA sécrétées dans le temps. Figure 16A : Image des marquages réalisés en fluorescence
dans des cellules HFF infectées par la souche RH-ku80-GRA16-HAflag traitées ou pas avec 12 pendant 18h. Avec deux points
de controle de cellules non traitées : un point a 6h d’infection avant que la drogue soit ajoutée et un point a 24h. Les cellules sont
fixées puis marquées avec ’anticorps primaire anti-HA, et Uanticorps secondaire couplé a ’ALEXA 594. Les noyaux sont
marqués au HOESCHT. Figure 16 B Mesure de lintensité de fluorescence des vacuoles et des noyaux des cellules infectées par
la souche RH-ku80-GRAL6-HAflag. L’intensité a été calculée grace au logiciel Zen. Figure 16C : Image des marquages réalisés
en fluorescence dans des cellules HFF infectées par la souche PRU-ku80-TGIST-HAflag traitées ou pas avec 12 pendant 18h.
Avec deux points de contr6le de cellules non traitées : un point a 6h d’infection avant que la drogue soit ajoutée et un point a
24h. Les cellules sont fixées puis marquées avec ’anticorps primaire anti-HA, et ’anticorps secondaire couplé @ ’ALEXA 594.
Les noyaux sont marqués au HOESCHT. Figure 16D Mesure de Uintensité de fluorescence des vacuoles et des noyaux des
cellules infectées par la souche PRU-ku80-TGIST-HAflag. L’intensité a été calculée grace au logiciel Zen. **** est égale a une
p value de <0,0001.

Ces expériences indiquent que les parasites ne se convertissent pas vers un stade cystique

bradyzoite, car il a été récemment démontré que les parasites bradyzoites présents dans un kyste
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peuvent produire des GRA mais ces derniéres ne sont plus exportées au-dela de la vacuole
(Krishnamurthy S et Saeij JPJ, 2018).

Nous avons poursuivi notre analyse en nous focalisant sur GRA17 et GRA23. Selon une
récente étude la délétion de GRA17 chez T. gondii engendre le méme type de distorsion de la
vacuole que celui observé avec le compose 12. Ces deux protéines GRAL7 et GRA23 travaillent
ensemble pour apporter des nutriments aux parasites et sont des marqueurs de la MVP (Gold DA et
al, 2015). Ces deux GRA protéines possédent un homologue chez Plasmodium. Aussi, il nous est
apparu pertinent de regarder si ce composé 12 altérait les fonctions de GRA17. Les souches
RHku80-AGRA17, RHku80-GRA17-HA, RHku80-GRA23-HA et la souche Wild-Type (WT) sont
utilisées et proviennent du laboratoire de Jeroen Saeij (UC Davis, Californie). 1l est a noter que la
souche RHku80-AGRA17 a un léger retard de croissance par rapport a celle des autres souches. Le
méme type d’expérience que pour les études de GRA16 et TgIST ont été réalisées incluant une
mesure a 6h avant ’addition de la drogue 12 comme point de comparaison. Les cellules HFFs ont
été infectées avec les différentes souches de parasites puis traitées, fixées et marquées par
immunofluorescence avec un anti-HA. Comme attendu les souches WT et RHku80-AGRA17 ne
présentent aucun marquage, car ces souches ne possedent pas de HAFlag, elles servent de contrdle
négatif. De maniére surprenante, nous avons constaté que le composé 12 n’affecte pas la sécrétion
de GRA17 ni celle de GRA23 car I’intensité de fluorescence est significativement plus élevée chez
les parasites traités que chez les parasites non traités avec une infection de 6h (Figure 17). Ceci
démontre que GRA17 et GRA23 continuent d’étre sécrétées en présence d’12. Par contre I’intensité
de fluorescence est significativement plus faible chez les parasites traités que non traités avec une
infection de 24h, et ceci serait due au nombre plus faible de parasite dans la vacuole. Il est a noter
que nous n’observons pas modification de la localisation de la protéine que ce soit pour GRA17 et
GRAZ23. Si la délétion de GRA17 et I’exposition de 12 ont pour conséquence le partage en commun
d’un méme phénotype, la distorsion de la vacuole par I2 ne semble pas étre due a une dérégulation
de GRAL7 par 12. Les mécanismes moléculaires impliques, par la délétion de GRAL7 dans la
distorsion de la vacuole ne sont pas connus. On peut toutefois penser que le parasite met en place
un « mécanisme de compensation ». Les composants moléculaires de ce mécanisme pourraient étre
partagés totalement ou en parti et conduire au phénotype de distorsion de la vacuole observée soit

par délétion de GRAL7 ou soit par traitement avec le produit 12.
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Figure 17 : Etude du composé 12 sur GRA17 et GRA23. Figure 17A : Image de microscopie en fluorescence des marquages
réalisés dans des cellules HFF infectées par les souches RH-ku80-GRA17-HA, RH-ku80-GRA17-HAflag, RH-ku80-4GRA17 et
WT traitées ou pas avec 12 pendant 18h. Deux points de controle sont inclus : un point a 6h d’infection avant que la drogue soit
ajoutée et un point a 24h sans drogue. Les cellules sont fixées puis marquées avec ’anticorps primaire anti-HA, et ’anticorps
secondaire couplé a PALEXA 594. Les noyaux marqués au HOESCHT. Figure 17B Mesure de intensité de fluorescence des
vacuoles des souches RH-ku80-GRA17-HA, RH-ku80-GRA17-HAflag. L’intensité a été calculée grace au logiciel Zen. **** est
égale a une p value de <0,0001

Afin de continuer les investigations sur le composé 12 sur les denses granules, nous avons
regardé si la distorsion de la vacuole avait un impact sur deux autres GRA, GRA1 et GRA7. Ces
deux GRA ont des fonctions sur la vacuole que ce soit sur les liaisons calciques ou sur le réseau
tubulaire. Dans les expeériences suivantes nous avons utilisés des HFF infectées avec les souches
PRUku80 ou GT1 pendant 6H ou 24H, puis le composé 12 a été ajouté dans le milieu durant 24h.
Les cellules ont été fixées et marquées en immunofluorescence par un anticorps anti-GRAL ou anti-
GRA7. Nous avons observé une diminution de I’intensité de marquage voire une absence du
marquage de GRAL chez la souche PRUKu80 traitée avec 12 contrairement a la souche GT1 ou

aucune différence d’intensité par rapport au controle est observée (Figure 18A/B/C/D). En d’autres
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termes, chez la souche formant le phénotype vacuole « bubble », on observe une perte d’expression
de GRA1 sous traitement 12, et cette perte d’expression n’est pas notée chez les souches ne formant
pas le phénotype vacuole «bubble ». Cette perte significative d’intensité de fluorescence est
retrouvée gue ce soit a des temps courts ou longs d’infection chez les parasites traités. En paralléle,
une série d’expériences a ¢té réalisée sur des cellules Hela, montrant également une perte d’intensité
de marquage de GRAL chez les parasites traités et présentant la distorsion de la vacuole. Cette perte
de signal de GRAL reste surprenante car GRAL est une protéine essentielle pour la survie du
parasite. La perte du signal pourrait étre due, non a une altération de GRAL mais a un probléme de
reconnaissance de la protéine par I’anticorps. En effet la formation de la vacuole ou I’effet de 12
pourrait changer la conformité de la protéine et empécher la reconnaissance par 1’anticorps. Afin de
confirmer ce résultats plusieurs possibilités d’expériences sont possible, soit 1’utilisation d’un
anticorps polyclonal qui présente 1’avantage de reconnaitre plusieurs sites de reconnaissances, soit
réaliser un épitope tagging afin de suivre la protéine et identifier le tag qui lui @ moins de chance
d’étre altéré et soit un western blot, cette technique est obligatoire pour pouvoir mesurer réellement

la perte de GRAL.
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Figure 18 : Analyse du composé 12 sur GRAL. Figure 18A : Image de Microscopie en fluorescence des marquages réalisés dans
des cellules HFF infectées par les souches GT1 et ME49 pendant 6h, traitées ou pas avec 12 pendant 24h. Les cellules sont fixées
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puis marquées avec I’anticorps primaire anti-GRAL, et I’anticorps secondaire couplé a ’ALEXA 594. Les noyaux sont marqués
au HOESCHT. Figure 18B Mesure de Dintensité de fluorescence des vacuoles des souches GT1 et ME49. L’intensité a été
calculée grace au logiciel Zen. Figure 18C : Image de Microscopie en fluorescence des marquages réalisés dans des cellules HFF
infectées par les souches GT1 et ME49 pendant 24h, traitées ou pas avec 12 pendant 24h. Les cellules sont fixées puis marquées
avec anticorps primaire anti-GRAL, et ’anticorps secondaire couplé a ’ALEXA 594. Les noyaux sont marqués au HOESCHT.
Figure 18D Mesure de Dintensité de fluorescence des vacuoles des souches GT1 et ME49. L’intensité a été calculée grace au
logiciel Zen.

En ce qui concerne GRA7, un changement de la localisation du marquage chez la souche
Pruku80 traites avec 12 est observée alors qu’aucune modification n’est notée chez la souche GT1
traité avec 12. Plus précisément, nous avons remarqué un marquage tres précis de la MVP des
« bubble » vacuole, en accord avec une perte de signal a I’intérieur de la vacuole (Figure 19 A/B).
Ce changement de marquage est retrouvé a tous les temps étudiés pendant 1’infection chez la souche
PRU-ku80. Toutefois une légere baisse d’intensité de fluorescence est perceptible chez les parasites
dont la période d’infection est plus longue avant le traitement par 12 (Figure 18C/D). Ces
expériences ont été reproduites sur des cellules Hela et les observations et les résultats sont
identiques. Il parait étrange que les protéines GRA1 et GRA7 soient toutes les deux impactées par
le composé 12. L hypothése amorcée sur un probléme de reconnaissance de la protéine est d’autant

plus probable. Les mémes expériences proposées pour GRAL devront étre réalisées pour GRA?.
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Figure 19 : Analyse du composé 12 sur GRA7. Figure 18A : Image de microscopique en fluorescence des marquages réalisés
dans des cellules HFF infectées pendant 6h par les souches GT1 et ME49, traitées ou pas avec 12 pendant 24h. Les cellules sont
fixées puis marquées avec ’anticorps primaire anti-GRA7, et Ianticorps secondaire couplé a ’ALEXA 594. Les noyaux sont
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marqués au HOESCHT. Figure 18B Mesure de lintensité de fluorescence des vacuoles des souches GT1 et ME49. L’intensité a
été calculée grace au logiciel Zen. Figure 18C : : Image de microscopique en fluorescence des marquages réalisés dans des
cellules HFF infectées pendant 24h par les souches GT1 et ME49, traitées ou pas avec 12 pendant 24h. Les cellules sont fixées
puis marquées avec [’anticorps primaire anti-GRA7, et I’anticorps secondaire couplé a ’ALEXA 594. Les noyaux sont marqués
au HOESCHT Figure 18D Mesure de ’intensité de fluorescence des vacuoles des souches GT1 et MEA49. L intensité a été calculée
grace au logiciel Zen.

8. Etude de génétique inverse pour identifier le locus responsable dans le
phénotype « bubble » médié par 12

L’exposition des parasites au composé 12 induit deux phénotypes principaux : le premier qui
se résume en un retard de croissance et est souche indépendante et le second concerne la vacuole
« bubble » et est souche dépendante. Compte tenu du fait que le phénotype « bubble » vacuole soit
souche dépendante, il est probable que ce phénotype soit régulé par un gene qui n’est pas exprimé
de maniére identique dans toutes les souches. L’analyse de la descendance de parasites (progénies)
issus d’un croisement entre la souche GT1 qui ne forme pas de vacuole et la souche ME49 qui forme
une vacuole, nous a semblé une approche pertinente pour identifier la région ou le géne responsable
du phénotype vacuole sous I’effet de I12. La descendance du croisement entre souches GT1 et ME49
a donné plusieurs souches de parasites qui ont un génome partagé entre les génes parentales GT1 et
ME49 et ont des séquences de genes identifiées comme appartenant soit a la souche parentale GT1
soit a la souche parentale ME49 (Benhke et al, 2011). Un mapping a été réalisé (selon la méthode
décrite dans Boyle et al, 2008), sur cette descendance et chaque progénie apres infection a été traitée
avec 12 puis fixée et observée en microscopie enfin de déterminer si le phénotype vacuole était
présent ou pas (Figure 20A). Chaque observation a été faite par 3 manipulateurs sans concertation
et de maniére indépendante. Pour chaque souche de progénie, le nombre de vacuoles présentant le
phénotype « bubble » est compté, sur cing champs différents et ceci est répété sur deux expériences,
puis ce nombre est exprimé en pourcentage par rapport aux nombres de vacuoles totales, montrant
ainsi la répartition du phénotype vacuole « bubble » selon les progénies. Le phénotype scoré est
associé a chaque progénie et aux parentales, qui servent de témoin. Grace a I’utilisation du logiciel,
qui va établir une corrélation entre le phénotype et la séquence génique appartenant soit a GT1 soit
a ME49, cela nous a permis 1’identification d’une région génique sur le chromosome XII (Figure
20B). Toutefois cette correspondance entre le phénotype vacuole « bubble » et la région génique
n’est pas de 100% (Figure 20C).
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Figure 30 : Analyse QTL (quantitative trait loci). Figure 20A : Pourcentage de « bubble » vacuole exprimé par rapport au nombre
de vacuoles total, pour chaque progénie. Figure 20B : Graphique d’analyse QTL par le logiciel X, les pics représentent des zones
ou le mapping entre le phénoytpe « bubble » et une région génique corréle fortement. Figure 20C : Pourcentage de « bubble »
vacuole selon la région génique qui correspond a la souche GT1 ou ME49.

La région identifiée sur le chromosome XII, représente une quarantaine de genes qui ont des
fonctions trés différents (Figure 21) (Tableau 1). Certains génes qui présentent des propriétés

intéressantes en lien avec les phénotypes observés, comme TGME49-245530, TGME49-245550 et
TGME49-245570, ont été selectionnés dans une premiére approche.
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Figure 21 : Géne correspondant a la région génomique d’intérét. Image montrant les génes compris dans la région d’intérét du

phénotype « bubble »
. transcript Protein Lourido_ Total Nonsyno Synony TZ-mp RHOPTRY
Gene ID Product Description lenath Lenath CRISPR_ SNPs nymous mous (peptid CLUSTER
g g phenotype SNPs SNPs e NR)
calcium-transporting ATPase
TGME49_245510 activityphospholipid-translocating 8192 2427 -3,8 154 16 32 33
P-type, flippase subfamily protein
TGME49_245520 hypothetical protein 1472 235 -2,8 17 0 4
TGME49_245530 hypothetical protein 7578 2525 -0,5 57 26 13
TGME49_245540 hypothetical protein 2626 161 34 4 1
TGME49 245550 | hypothetical protein 579 192 0,3 3 2 1 1 R
Cluster
TGME49_245560 hypothetical protein 6444 2147 -0,3 143 37 23
TGME49 245570 orlgln.recogmtlon complex subunit 2 2655 884 52 142 3 13
- protein
TGME49_245580 hypothetical protein 7008 2335 -4,0 148 27 26
TGME49_245590 rhomboid protease ROM6 2595 588 -1,8 56 12 4
TGME49_ 245600 hypothetical protein 1287 428 1,6 5 3 2
TGME49_245610 hypothetical protein 2067 615 0,7 129 7 11 1
TGME49 245620 ribosomal-ubiquitin protein RPS27A 1122 154 -4,6 31 0 0
TGME49_245630 hypothetical protein 1848 73 -2,5 31 0 0
TGME49_245640 | hypothetical protein 2672 416 0,3 33 3 2 1 Eruif;:y—
TGME49_245650 hypothetical protein 558 185 -3,6 16 1
TGME49_245660 hypothetical protein 3171 859 -2,6 43 5 5
pyruvate dehydrogenase complex
TGME49_245670 subunit PDH-E1Alpha 1908 635 0,2 34 6 7 21
TGME49_ 245680 ribosomal protein RPL21 474 157 -3,6 4 0 4 7
TGME49 245710 | Putdtive  phosphatidylinositol-4- ) o 273 1,2 53 0 0 1
phosphate 5-kinase
TGME49 245720 SWI2/SNF2-containing protein 9333 3110 -0,3 217 46 41 1
TGME49_245730 Eazsszhat'dy""°S't°"4'ph°5’phate > 6435 2144 1,9 222 27 40 4

Tableau 1 : Les génes compris dans la région génomique d’interét. Récapitulatif et descriptif des génes qui sont compris dans la
région génomique d’interét.
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9. Etude des genes.

Dans la région identifiée via la combinaison des résultats de mapping et de criblage, trois
génes : TGME49-245530, TGME49-245550 et TGME49-245570 ont retenu notre attention. Deux
de ces geénes selon 1’étude de Sebastian Lourido (Sidik et al, 2016) ne sont pas essentiels, car un
score non hautement négatif leur a été attribué compris entre 0 et -1, contrairement & TGME49-
245570 qui lui semble essentiel (score : -5,2). Ces 3 genes presentes des SNP (single nucléotide
polymorphisme) entre les souches de T. gondii, et cela pourrait expliquer la différence du phénotype
« bubble » vacuoles entre GT1 et ME49. Les KO de ces 3 génes ont été générés par la méthode
CRISPR-CAS9 pour la souche PRU-ku80. Les parasites issus des souches dont I’un des 3 génes est
KO, présentent des similitudes avec les parasites traités par 12, au niveau morphologique mais ne
présentent pas le phénotype « bubble vacuole ». Malheureusement il n’a pas été possible de garder
les parasites et de les stabiliser en lignées/souches, car tous parasites genérés meurent trop
rapidement. Par la suite les génes TGME49-245530 et TGME49-245550 ont été tagués avec un
HAFIlag et/ou HAFlag-mcherry (uniquement pour le gene TGME49-245530) dans la souche PRU-
ku80, afin de pouvoir localiser les protéines correspondant a ces génes et de les suivre. L’objectif
recherché est, qu’en fonction des résultats des marquages, de refaire des délétions de ces génes dans
des souches de parasites pour avoir une population stable. En ce qui concerne le gene TGME49-
245530, nous avons remarqué qu’au temps court aprés infection, ¢’est-a-dire 4h et 6h, un marquage
en forme de point a I’intérieur du parasite (Figure 22 A/B). Par contre a des temps plus longs, aprés
infection de 24h et 48h, le marquage est plus diffus dans le parasite et ne forme plus de point (Figure
22 A/B). Pour le géne TGME49-245550, le marquage ne varie pas en fonction du temps, et est plus

localisé vers les rhoptries (Figure 22C)
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Figure 22 : Imagerie de microscopie en fluorescence des genes TGME49-245530 et TGME49-245550. Figure 22A : Image de
microscopie en fluorescence des marquages réalisés dans des cellules HFF infectées par la souche TGME49-245530-HAflag, au
cours du temps. Les cellules sont fixées puis marquées avec I’anticorps primaire anti-HA, et Ianticorps secondaire couplé a
PALEXA 594. Les noyaux sont marqués au HOESCHT. Figure 22B Image de microscopie en fluorescence des marquages
réalisés dans des cellules HFF infectées par la souche TGME49-245530-mcherry, au cours du temps. Les cellules sont fixées.
Les noyaux sont marqués au HOESCHT. Figure 22C Image de microscopie en fluorescence des marquages réalisés dans des
cellules HFF infectées par la souche TGME49-245550-HAflag, au cours du temps. Les cellules sont fixées puis marquées avec
DPanticorps primaire anti-HA, et anticorps secondaire couplé a ’ALEXA 594. Les noyaux sont marqués au HOESCHT.
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Les parasites tagués pour les genes TGME49-245530 et TGME49-245550 ont été traités avec
12 pendant 18h, 24h et 36h, apres infection, afin de déterminer si ces genes interagissent avec 12.
Concernant le gene TGME49-245550, nous avons noté, chez les parasites PRU-ku80-245550-
Haflag, aucune modification du marquage que ce soit au niveau de la localisation ou de I’intensité
du marquage lui - méme, démontrant que ce gene ne serait pas affecté par le produit 12 (Figure 23A).
Par contre pour les parasites Pruku80-245530-mcherry, une baisse d’intensité du marquage et des
parasites présentant un marquage seulement en point ont été observés soulignant que la protéine

analysée ne diffuse pas au cours du temps (Figure 23B).
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Figure 24 : Analyse du composé 12 sur TGME49-245530 et TGME49-245550. Figure 23A : Image de microscopie en fluorescence
des marquages réalisés dans des cellules HFF infectées par la souche TGME49-245550-HAflag, traitées ou pas avec 12 pendant
18h, 24h et 36h. Les cellules sont fixées puis marquées avec ’anticorps primaire anti-HA, et I’anticorps secondaire couplé a
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PALEXA 594. Les noyaux sont marqués au HOESCHT. Figure 23B Image de microscopie en fluorescence des marquages
réalisés dans des cellules HFF infectées par la souche TGME49-245530-mcherry, traitées ou pas avec 12 pendant 18h, 24h et
36h. Les cellules sont fixées. Les noyaux sont marqués au HOESCHT.

L’ensemble des résultats acquis ne permettent pas de savoir si le changement observé du
marquage est réellement du et relié au phénotype « bubble » vacuole, et non au défaut de croissance
déja observe chez les parasites sous 12. Pour répondre a cette question la drogue FR235222 a été
utilisée en contrdle, car cette drogue est connue pour stopper la croissance du parasite. Les parasites
ont été traités séparément avec la drogue 12 et FR235222, avec les mémes cinétiques, pour comparer
la localisation du marquage et I’intensité de fluorescence avec des parasites non traités. Nous avons
constaté que les parasites, traités avec FR235222, ont eux aussi comme les parasites traités avec 12
une baisse d’intensité du marquage et que le marquage n’est pas identique a des parasites non traités
(Figure 24). En prenons en compte 1’ensemble de ces résultats, le géne TGME49-245530 ne semble
pas étre la cible du composé 12 et impliqué dans phénotype « bubble » vacuole. Ceci n’exclut pas
qu’il pourrait toutefois étre la cible de la drogue 12 en ce qui concerne le phénotype de croissance

du parasite ou que ce géne est impliqué dans la croissance du parasite.
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Figure 25 : Analyse du composé 12 et FR235222 sur TGME49-245530. Figure 24A : Image de microscopie en fluorescence des
marquages réalisés dans des cellules HFF infectées par la souche TGME49-245530-mcherry, traitées ou pas avec 12 ou
FR235222 pendant 18h. Les cellules sont fixées puis marquées. Les noyaux sont marqués au HOESCHT. Figure 24B : Mesure
de Dintensité de fluorescence des vacuoles de souche TGME49-245530-mcherry dans les différentes conditions. L intensité a été
calculée gréace au logiciel Zen. **** est égale a une p value de <0,0001

En ce qui concerne 1’étude pour le géne TGME49-255570, comme ce géne est essentiel pour
la survie du parasite il est difficile d’en faire une étude avec un systeme de délétion par CRISPR-

CAS9. De ce fait une autre approche a éte faite avec un systeme de KO-inductible et aussi tagué
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HAflag dans le méme vecteur. Malheureusement a ce jour nous n’avons pas de résultats pour 1’étude

de ce géne.

B. Etude du gene TG-229480

1. Résultats préliminaires

Ce géne a été sélectionné dans notre ¢tude car il est potentiellement susceptible d’étre
impliqué dans la croissance du parasite et avoir un phénotype plus précis chez les macrophages
selon des données échangées entre notre laboratoire et celui de Jeroen Saeij. En effet dans le
laboratoire de Jeroen Saeij via une collaboration avec le laboratoire de Sebastian Lourido, une
bibliotheque génomique a été congue avec des cibles dans le génome, dénommeées : gRNA, (ce sont
des séquences de nucléotides reconnus par la Cas9) utilisées pour fabriquer des mutants et invalider
les fonctions d’un géne a 1’aide du systéme CRISPR-Cas9 (Sidik et al, 2016). Pour réaliser ce
criblage de perte de fonctions d’un gene, les plasmides contenant les gRNA ont été transfectés dans
la souche de type I RH qui exprime de maniére constitutive I’endonucléase Cas9 (RH-Cas9). Apres
4 passages dans des cellules HFF, les gRNA sont amplifiés a partir de I’ADN des parasites et
quantifiés par séquencage Illumina. L’abondance des gRNA entre les passages 1 et 4 permet
d’établir un score pour chaque géne sur le critére du phénotype de fitness du parasite (annexe 1).
Un score phénotypique négatif indique une diminution de I’abondance des gRNA. Par la suite le
criblage a été perfectionné en utilisant, en paralléle des HFF, des macrophages et aussi en utilisant
des cellules prétraitées a I’IFNy. L’intérét n’est pas de trouver des genes qui ont un fort défaut de
fitness (c’est-a-dire essentiels) mais qui participe a celle-ci. Aussi, apres le quatrieme passage les
parasites survivants sont repassés trois fois dans des cellules stimulées ou non a I’'IFNy, puis
analysés de nouveau au séquengage Illumina pour regarder 1’abondance de géne (Annexe 2). Ce
criblage a permis d’identifier plusieurs genes, dont TG-229480 montrant des phénotypes dans les
HFF, les macrophages plus ou moins stimulés. A ce jour, il est impossible de donner plus
d’informations sur ces résultats obtenus dans le laboratoire de Jeroen Saeij, car les travaux sur ce
géne ne sont pas encore publiés. Dans notre laboratoire, des travaux sur ce géne ont débuté et les
premiers résultats indiquent un léger defaut de croissance chez le parasite. Toutefois la souche
utilisée pour les expériences dans notre laboratoire est une souche de type Il alors que la souche
utilisée dans le laboratoire de Jeroen Saeij est une souche de type 1. Afin de confirmer les résultats
entre les deux laboratoires, I’étude de ce gene a été repris depuis le début. Pour cela plusieurs outils
ont été développé dont une souche de parasite RHku80-A229480 et une souche de parasite RHku80-
229480-HAflag.
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2. Génération d’une souche épitope tagué et délété pour le géne TG-
229480
Pour cette étude nous avons travaillé avec deux souches de type I, la RH-ku80 et la RH-
ku80-YFP, cette derniére est une souche qui posséde une fluorescence dans le vert. Ces souches ont
été transfectées avec le vecteur P-LIC, pour taguer 1’épitope, (voir procédé décrit dans la partie
matériel et méthode). Un clone a été isolé apres sélection positive a la pyriméthamine, car le
plasmide posséde une cassette de résistance a cet antibiotique, et contrélé par immunofluorescence
avec un anti-HA. Quant a la délétion du géne TG-229480, la souche RHku80-YFP a été transfectée
selon la méthode CRISPR-CAS9 décrit dans le matériel et méthode, la sélection a aussi été effectuée
par la pyriméthamine et deux clones ont été isolés apres Vérification par PCR (Figure 25). En effet
les parasites qui ont la délétion pour le gene TG-229480 ont une séquence nucléotidique plus longue

que celle présente chez les parasites n’ayant pas intégré le vecteur.

RHkuS0 Figure 26 : Mise en évidence de clone de parasite délété
pour TGGT1-229480. Gel d’électrophorése, de produit PCR
229480:-DHFR du géne 229480, les échantillonts 3 et 4 ont des fragments

plus long dii a lintégration du plasmide. Les échantillons 2
et 5ontun fragment identique & celui du contréle (WT)

wt 2 3 - 5

(IR
%

1. Imagerie et localisation de la protéine.

Afin de connaitre la localisation de la protéine, des doubles marquages en
immunofluorescence sont réalisés en extracellulaire et intracellulaire avec les anticorps anti-HA et
d’anti-GRAL ou anti-GRA7 sur les parasites RHku80-YFP-229480-HAflag. Les marquages
extracellulaires vont nous permettre de connaitre la localisation de la protéine et de déterminer
précisement a quelle organelle du parasite elle appartient, comme par exemple, aux denses granules
ou rhoptries, car en extracellulaire il n’y pas de sécrétion des protéines qui sont localisées dans leurs
organelles. Les marquages intracellulaires vont nous permettre d’élucider si cette protéine est

sécrétée dans la vacuole et au-dela de celle
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En ce qui concerne les doubles marquages extracellulaires, nous montrons que la protéine du gene
229480 ne co-localise ni avec GRAL ni avec GRA7 (Figure 26A et Figure 26B). Cette protéine apparait

distribuée dans des structures tout le long du parasite et vers le conoide.

A GRA1 Anti-HA GRA1 Anti-HA GRA1 Anti-HA

RHku80-YFP-229480-HAflag

B GRA7 Anti-HA GRA7 Anti-HA GRA7 Anti-HA

RHku80-YFP-229480-HAflag

Figure 26 : Microscopie en fluorescence du gene 229480 chez des parasites en extracullaire. Figure 26A : Image de microscopie
en fluorescence des triples marquages réalisés chez la souche TGGT1-229480-YFP-HAflag. Les parasites sont fixés puis
marquees avec [’anticorps primaire anti-HA et par ’anticorps primaire anti-GRAL, puis réciproquement par les anticorps
secondaires couplé a ’ALEXA 594(rose) ou ALEXA 405(bleu). Les parasites ont une fluorescence YFP (jaune) Figure 26B :
Image de microscopie en fluorescence des triples marquages réalisés chez la souche TGGT1-229480-YFP-HAflag. Les parasites
sont fixés puis marquées avec ’anticorps primaire anti-HA et par ’anticorps primaire anti-GRA7, puis réciproquement par les
anticorps secondaires couplé a ’ALEXA 594(rose) ou ALEXA 405(bleu). Les parasites ont une fluorescence YFP (jaune).

L’analyse des doubles marquages en intracellulaire indique une co-localisation avec GRAL et
GRAT7 et que la protéine étudiée est sécrétée dans la vacuole du parasite mais ne semble pas étre sécrétée
au-dela de celle-ci. Cette protéine apparait se distribuer dans I’espace vacuolaire comme GRA1 et GRA7
et resterait dans les mémes zones (Figure 27A et Figure 27B). Toutefois, I’analyse des images de

microscopie indique que la protéine etudiée est en moindre quantité que GRA1L et GRAT.
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A Phase GRA1 HA 229480 GRA1 HA 229480 GRA1 HA 229480

RHku80-YFP-229480-HAflag

B Phase GRA7 HA 229480 GRA7 HA 229480 GRA7 HA 229480

RHku80-YFP-229480-HAflag

Figure 27 : Microscopie en fluorescence du géne 229480 chez des parasites en intracullaire. Figure 27A : Image de
microscopie en fluorescence des triples marquages réalisés chez la souche TGGT1-229480-YFP-HAflag. Les cellules sont
infectées par la souche TGGT1-229480-YFP-HAflag, puis fixées et marquées avec I’anticorps primaire anti-HA et par
Danticorps primaire anti-GRA1L, puis réciproquement par les anticorps secondaires couplé a ’ALEXA 594(rose) ou ALEXA
405(bleu). Les parasites ont une fluorescence YFP (jaune) Figure 27B : Image de microscopie en fluorescence des triples
marquages réalisés chez la souche TGGT1-229480-YFP-HAflag. Les cellules sont infectées par la souche TGGT1-229480-
YFP-HAflag, puis fixées et marquées avec ’anticorps primaire anti-HA et par ’anticorps primaire anti-GRA7, puis
réciproquement par les anticorps secondaires couplé a ’ALEXA 594(rose) ou ALEXA 405(bleu). Les parasites ont une
fluorescence YFP (jaune).

2. Plage de lyse et défaut de croissance

D’aprés des résultats préliminaires, les parasites delétés pour le gene TG-229480 ont un
défaut de croissance. Pour verifier ce résultat nous avons effectues des plages de lyses. En bref,
dans une plaque de 24 puits, préalablement ensemencée avec des HFFs, 200 parasites WT et
issus des deux clones RHku80-YFP-A229480 ont été ajoutés et ceci en triplicatas. Puis la plaque
a été placée une semaine dans un incubateur. Les parasites vont se multiplier et lyser le tapis de
cellules HFF en formant des plages, un défaut de croissance peut se détecter par 1’aire de des

plages de lyses qui est diminuée. Au bout d’une semaine le nombre de plage de lyse est compté
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et la surface des plages est mesurée. Dans notre expérience nous constatons qu’effectivement
I’aire des plages de lyses de nos deux clones est significativement plus faible que ’aire de la
souche WT (Figure 28A), bien que le nombre de plage de lyse ne soit pas différent (Figure
28B). Cela démontre que le parasite delété pour le gene TG-229480 n’a pas d’adversité pour

infecter son héte mais que sa réplication et sa croissance sont altérées.
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Figure 28 : Analyse plaque assay du gene 229480. Des cellules HFF sont infectées avec les souches RH-ku80-YFP, RH-
kuB80-4229480A (clone A) RH-ku80-4229480B (cloneB) pendant 1 semaine, et colorées au GIESMA. Les plages de lyse
formées sont analysées. Chaque point représente la moyenne d’une expérience faite en triplicata. Figure 284 : Analyse de
Uaire des plages de lyse des souches RH-ku80-YFP, RH-ku80-4229480A (clone A) RH-ku80-4229480B (cloneB). **** est
égale a une p value de <0,0001. En-dessous de chaque échantillon est imagés les plages de lyses. Figure 28B : Analyse du
nombre de plages de lyse chez les souches RH-ku80-YFP, RH-ku80-4229480A (clone A) RH-ku80-4229480B (cloneB).

3. Défaut de croissance, teste de compétition

Pour confirmer les résultats de defaut de croissance, nous avons realise un autre type
d’expérience, en mettant en compétition, des parasites WT et des parasites délétés pour TG-
229480. Plus précisément des HFF sont co-infectées avec des parasites WT et des parasites
KO_TG-229480, ces parasites expriment respectivement des molécules fluorescente la mcherry
et la YFP, ce qui permet d’effectuer des mesures de cyrtométrie en flux pour connaitre
I’enrichissement d’une population. Avant de mettre en compétition les deux souches WT et
KO, une premiere expérience est réalisée afin de vérifier la faisabilité de I’expérience. En bref

artificiellement différents ratios, soit 100 pour 50, 50 pour 50, 25 pour 50, 12,5 pour 50 et 6,15
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pour 50, parasites WT exprimant la mcherry ou la YFP sont ajouté dans du PBS puis analyser
au FACS. Les résultats rapportés dans la Figure 29 montrent que nous avons une droite
proportionnelle que ce soit quand le nombre de parasites WT mcherry ou de YFP ne varie pas.
Nous avons remarqué qu’il n’y a pas d’interférence entre les deux molécules fluorescentes, et

qu’un faible taux de parasites ne sont détectés dans aucune fluorescence.
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Figure 29 : Analyse FACS du test de compétition entre les souches WT-mcherry/WT-YFP. Figure 29A : Courbe des gammes
réalisés lors de la compétition. Figure 29B : Résultats FACS des échantillons des gammes.
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L’expérience de compétition entre la souche WT-mcherry et KO-229480-YFP est mise
en place vu que les contréles et la faisabilité de cette derniére ont été vérifiés. En bref des
cellules HFF sont infectées avec le méme nombre de parasite RHku80-mcherry et RHku80-
YFP-A229480 ainsi que des contrdoles RHku80-mcherry et RHku80-YFP. Une fois que les
parasites ont lyses le tapis de HFF, une partie de la culture est mesurée au FACS et une autre
partie sert a infecter d’autres HFF, ainsi plusieurs passages de parasites sont mesurés afin de les
suivre dans le temps. L’expérience est répétée trois fois. Une des premieres observations
constatées est que chez le groupe contrdle, c’est-a-dire la compétition RHku80-YFP contre
RHku80-mcherry, la population de RHku80-mcherry diminue au cours des passages, cette
diminution arrive des la deuxiéme lyse (L2) et parallelement la population de RHku80-YFP
augmente (Figure 30). Par contre au cours de la compétition entre les parasites WT et KO, c’est-
a-dire RHku80-mcherry et RHku80-YFP- A229480, il n’y a pas de différence de fluorescence
ou d’enrichissement d’une des deux populations, méme si au bout du 5¢me passage (L5), on
observe (Figure 30) que la courbe de la population de RHku80-mcherry passe au-dessus de
celle de la population RHku80-YFP- A229480 mais cette différence n’est pas significative.
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Figure 30 : Analyse FACS des compétitions WT/WT et WT/KO. Les cellules HFF sont infectées avec le méme ratio par les
souches RH-ku80-mcherry et RH-ku80-YFP (WT/WT) ou les souches RH-ku80-mcherry et RH-ku80-YFP-4229480
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(WT/KO) au cours de 6 passages. A chaque lyse (L) du tapis cellulaire, 50pL de culture est récupéré pour étre mesuré au
FACS. L’expérience a été répété 3 fois. Figure 304 : Courbes de mesure du pourcentage de fluorescence mesuré a chaque
lyse pour toutes les compétitions réalisées. Une courbe est égale a une compétition. Figure 30B : Analyse statistique des
pourcentages de fluorescence mesurés lors des compétitions. Figure 30C : Moyenne des courbes de mesure du pourcentage
de fluorescence mesuré a chaque lyse pour toutes les compétitions réalisées, selon la moyenne des trois expériences.

Du fait que dans notre groupe contr6le on observe une baisse significative de
fluorescence des parasites RHku80-mcherry qui n’est pas observée lors de la compétition
entre le WT qui est mcherry et le mutant qui est YFP, cela signifie que les parasites délétes
pour le gene 229480 ont une croissance plus faible que les WT ayant la méme fluorescence.

4. Plage de lyse et traitement a I’INFy

L’IFNy est un des acteurs majeurs de la lutte contre le parasite. Il est intéressant d’étudier
les mécanismes de résistance ou de sensibilité de T. gondii a cet cytokine afin de déterminer de
nouvelles cibles moléculaires pour éliminer le parasite. Dans les expériences suivantes, nous
avons appliqué les mémes protocoles que ceux mis au point pour 1’étude de 1’analyse de la
croissance du parasite, excepté que les cellules HFF sont prétraitées pendant 24h avec
différentes concentrations d’IFNy. Il est connu que des cellules traitées avant infection avec de
fortes concentrations d’IFNy résistent a I’infection et que cela se traduit par aucune plage de
lyse visible. A des concentrations plus faibles d’IFNy on peut voir apparaitre des plages de
lyses. Les concentrations d’IFNy choisies pour ces expériences sont 15U pour la dose forte, 6U
et 8U pour les doses intermédiaires. Dans cette série d’expériences, d’une part nous constatons
toujours un défaut de croissance chez nos deux mutants délétés pour 229480, c’est-a-dire des
plages de lyses d’aire plus petit que le WT dans les conditions sans traitement. De plus nous
remarquons une diminution de 1’aire des plages de lyse en fonction de la dose d’IFNy chez le
parasite WT (Figure 31). Ceci nous conforte sur I’interprétation des résultats car c’était le
résultat attendu en tant que contrdle. De maniére surprenante, nous remarquons que dans nos
deux mutants délétés pour 229480, les aires de plage de lyse sont équivalentes a celle des WT
en présence d’TFNy, toutes doses confondues (Figure 31). 1l est a noter que ces expériences ont
été répétées 3 fois, et que chaque expérience a été realisé en triplicata. Par contre, au contraire
de ce qui est observé pour les WT, les aires de plage de lyse ne sont ni diminuées ni changées
pour les deux mutants traités par des doses intermédiaire d’IFNy, seule une différence

significative est observable a une dose élevée d’IFNy, soit le 15U (Figure 31).
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aire de la plage de lyse en pm2
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Figure 31 : Analyse des plaques assay et traitement a ’TFNy. Les HFF sont pré-traitées pendant 24h avec différentes doses
d’IFNy (6U, 8U et 15U), puis infectées avec les souches WT, RH-ku80-4229480 clone A et RH-ku80-4229480B cloneB
pendant une semaine. Au bout d’une semaine les cellules sont colorées au bleu de Coomassie et les plages de lyse analysées.
Le graphique représente les mesures des aires de plages de lyse, chaque point représente la moyenne d’une expérience
réalisée en triplicata. Le tableau récapitule les résultats statistique entre les différents échantillons, selon les moyennes des
trois expériences.

Pour implémenter ces résultats, le pourcentage d’inhibition de I’aire de plage de lyse est
analysé. Ce pourcentage est calculé par rapport a 1’échantillon sans traitement de chaque
spécimen. D’une part nous remarquons chez le WT une progression de I’inhibition en fonction
de la dose, ce qui est attendu comme résultat (Figure 32). D’autre part en ce qui concerne nos
deux mutants nous ne remarquons pas une inhibition de 1’aire sur les doses intermédiaires de
traitement a I’IFNy, au contraire nous observons une augmentation de 1’aire de la plage de lyse.
Toutefois a une forte dose d’IFNy, nous avons une tendance a une diminution de 1’aire de la

plage de lyse, pour nos deux mutants (Figure 32).

Pour résumé ces expériences, nous constatons que la délétion du gene TG-229480
provoque un retard sur la croissance de notre parasite. Toutefois cette croissance ralentie n’est
pas impactée par un traitement a des doses faible d’IFNy, voire au contraire le parasite rattrape
son retard ou du moins posséde la méme croissance qu’un parasite WT. Cependant a un
traitement a forte dose d’IFNy, les mutants et WT se comporte de la méme maniére. Ces
résultats suggerent la présence d’un mécanisme de résistance chez les parasites délétés pour

229480.
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Figure 32 : Analyse des pourcentages d’inhibitions. Les HFF sont pré-traitées pendant 24h avec différentes doses d’IFNy
(6U, 8U et 15U), puis infectées avec les souches WT, RH-ku80-4229480 clone A et RH-ku80-4229480B cloneB pendant
une semaine. Au bout d’une semaine les cellules sont colorées au bleu de Coomassie et les plages de lyse analysées. Le
graphique représente les mesures des aires de plages de lyse, chaque point représente la moyenne d’une expérience réalisée
en triplicata. Le tableau récapitule les résultats statistiques entre les différents échantillons, selon les moyennes des trois
experiences.

5. Immunoprécipitation TAB/TAK

Lors des résultats précédemment acquis par le laboratoire, une corrélation avait été trouvé
entre la protéine 228480 et les protéines TAB/TAK par I’intermédiaire d’une analyse de masse
spectrométrie en utilisant des cellules RAW (macrophages de souris) et la souche Pruku80-
229480-HAflag. Nous avons voulu confirmer ce résultat, en utilisant des HFF et la souche
RHku80-229480-HAflag en s’appuyant sur une technique d’immunoprécipitation. Briévement,
20 flasques de T180 sont ensemencées avec des HFF puis infectées par la souche RHku80-
229480 et RHkuB80-229480-HAflag, a une forte MOI. Les protéines sont extraites puis
immunoprécipitées grace au HA et des billes d’affinités afin de récolter les protéines associées
aux complexes de notre protéine soit du HA. Puis, un western blot est réalisé et révéleé a I’aide
des anticorps anti-TAB et anti-TAK et le systeme de colorimétrique a la HRP.
Malheureusement nous n’avons pas mis en évidence ces protéines. Par cette approche, il y a eu
aucune révélation de protéines et les western blot ont été réalisés deux fois. La différence entre
les résultats des deux expériences peut étre lié soit a la souche de parasite ou soit aux cellules

utilisées
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V. Discussion &
perspective



Comme énoncé précédemment I’interconversion entre les différents stades du parasite
est au centre de la pathogénese. Cette faculté du parasite est modulée par des facteurs
transcriptionnels. C’est pour cette raison que I’étude de composé agissant sur le génome,
comme FR235222 et 12, est une voie de recherche originale pour comprendre les mécanismes
transcriptionnels du parasite et identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Alors que
FR235222 est décrit comme ciblant les HDACs et peut induire le stade bradyzoite chez le
parasite T. gondii, la molécule 12, bien que possédant des propriétés similaires, présente d’autres
caractéristiques. En effet, I’ensemble de nos travaux sur la molécule 12 montre, que celle-ci
induit deux phénotypes principaux : un phénotype sur la croissance parasitaire indépendant de
la souche infectante et un phénotype de déformation de la vacuole qui varie en fonction du type
parasitaire utilisé. Nous avons démontré que la molécule n’a pas les propriétés a induire le stade
bradyzoite contrairement a d’autre HDAC inhibiteur comme FR235222. Toutefois, 12 provoque
une inhibition de la croissance du parasite, soulignant que le mécanisme moléculaire qui sous-
tend le phénoméne d’interconversion est plus complexe. Il est a noter que nous ne connaissons
pas exactement la ou les cible(s) du composé 12 chez T. gondii, et bien que ce composé ait été
décrit comme un inhibiteur HDAC de classe 2 dans le regne animal et végétal, nous ne savons
pas sur quelle famille de HDAC agit précisément ce composé chez les parasites. Ceci
documente que méme si le phénomene d’interconversion est dominé par des phénomenes

épigénétiques, les cibles potentiels peuvent étre plus compliquées a identifier.

Nos travaux se sont principalement concentrés sur le phénotype de la vacuole. Il est a
noter que bien qu’il existe qu’un seul genre de T. gondii, au contraire des autres parasites du
phylum Apicomplexa, les souches de T. gondii sont tres différentes entre-elles, montrant une
tres grande hétérogénéité et reflétant que T. gondii a su s’adapter a son environnement et a sa
multitude d’hétes intermédiaires et définitifs. Il est intéressant de percevoir que la présence
d’une molécule selon les souches étudiées, a une action différente, et ceci au sein d’un méme
type. Par exemple, en présence du composé 12, le type GT1 n’acquiert pas le phénotype de la
vacuole déformée alors que le type RH 1’a acquis. Ainsi nos expériences confirment qu’au sein
méme d’un type donné du parasite T. gondii, la variation génique est importante, comme il a
été demontre auparavant avec GRA15, la souche GT1 a une protéine fonctionnelle alors que la
RH possede un codon stop qui termine précocement la protéine et empéche son bon

fonctionnement (Yang et al, 2013).
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Nous avons donc entrepris de caractériser le phénotype de déformation de la vacuole.
Dans un premier temps, nos résultats nous ont conduit a faire le constat que la déformation de
la vacuole ne perdurait pas dans le temps si on supprimait la drogue du milieu de culture, et ce
résultat a été observé également pour le phénotype « délais de croissance ». Ceci démontre que
le parasite est sensible a un stress et a son environnement. Les expériences de cinétique de
temps d’incubation de la drogue 12 au cours du cycle d’infection du parasite, indique que le
produit 12 altére rapidement les mécanismes li€s au parasite car dés 4h d’incubation les effets
sur la vacuole sont visibles. La déformation de la vacuole n’altére en rien les fonctions de celle-
ci, y compris au niveau des échanges et sur 1’exportations des protéines comme les GRA, méme
si nous avons remarqué des différences pour GRAL et GRAT entre les parasites de T. gondii
traités par 12 et ceux non traités. Cependant nous ne pouvons pas exclure que les différences
observées soient le reflet d’une altération de la reconnaissance des épitopes des protéines
¢tudiées par I’anticorps. A noter que les autres marquages analysés sont ciblés sur le HA de
souche épitope tague, ce qui est différent de 1’approche choisie pour suivre 1’expression de
GRAL et GRAT. Il est possible que la déformation de la vacuole induise un léger changement
de conformation de la protéine étudiée et que les épitopes soient alors moins bien reconnus par
I’anticorps ou que la déformation de la vacuole rende les épitopes de la protéine moins
accessible a I’anticorps. Ces deux hypotheses nous semblent tangibles car il nous parait curieux
que ces deux GRA soient altérées par 12. D’une part, car GRAT1 est essentielle aux parasites et
ceux, qui ne I’expriment pas, meurent, d’autre part, les fonctions de ces deux GRA sont
complétement différentes. Pour déterminer définitivement si 12 modifie ou pas I’expression de
GRAL1 et GRAY7, il serait judicieux soit de refaire les marquages avec un anticorps polyclonal
qui reconnaitrait plusieurs épitopes, soit de faire des souches épitope tagué car nous savons que

le HA n’est pas perturbé, et de confirmer les résultats par western blot.

Nous avons tenté de comprendre quel impact avait la vacuole distendue sur les GRAS.
Il est intéressant de remarquer que 12 induit le méme phénotype que celui observé par la delétion
de GRA17 mais que la présence de 12 n’inhibe pas la sécrétion de GRA17(Gold DA etal, 2015).
Cependant il n’est pas connu pourquoi les parasites qui, ont perdu I’expression de GRA17,
développent une vacuole déformée. Il est possible que le phénotype de deformation de la
vacuole résultant de la perte de I’expression du gene GRA17 ou du traitement par 12, soit
I’altération d’un gene ou de mécanisme moléculaires partagés. Plus précisément la délétion de
GRAL7 peut entrainer certaines modifications de genes ou mécanismes moléculaires qui

seraient la cible de la drogue 12, ayant pour conséquence la déformation de la vacuole.
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Dans notre étude de criblage génétique sur les progénies nous avons reussi a identifier
une région du génome qui est susceptible de contenir le gene cible de la molécule 12 chez T.
gondii. Nous avons analysé deux génes en utilisant différentes approches et les travaux menés
suggerent que ces deux genes et leur expression ne sont pas les cibles de la drogue 12. Afin
d’éviter de tester un a un tous les génes de cette région, nous proposons de mettre en place les
expériences suivantes. Premierement, nous ne savons pas si la drogue 12 interfére ou pas avec
le cycle de vie de parasites de type Il de T. gondii. Il serait intéressant de réaliser les mémes
séries d’expérience que celles qui ont permis de mettre en évidence les deux phénotypes
observés en testant les parasites de type I et II et, en fonction des résultats d’établir le croisement
type I/type 111 ou type Il/type 111 (Hermmann et al, 2012), ce qui permettrait peut-étre d’affiner
la région. Deuxiemement il existe les cosmides (Vinayak et al, 2014) et des vecteurs
comprenant plusieurs géenes, ces derniers ont été concus dans la souche RH, il est alors possible
de transfecter ces différents cosmides dans une souche ne formant pas la vacuole et par la suite
d’observer en présence de la drogue quels sont cosmides qui contribuent a la déformation de la
vacuole. Cela permettrait également de réduire la région a investiguer. Toutefois cela inclus de
transfecter les cosmides dans la souche GT1, or celle-ci est plus sensible aux transfections. De
plus, les souches utilisées pour les transfections sont délétées pour le ku80 (Huynh et
Carruthers, 2009), une enzyme qui permet la réparation de I’ADN. Cette délétion permet une
intégration plus efficace des vecteurs. Malheureusement, comme la souche GT1 exprime la
protéine Ku80, les transfectants sont plus difficile a obtenir, mais les transfections avec la
souche GT1 sont possible a réaliser. Une autre possibilité est d’utiliser la banque de données
ToxoDB. En effet cette banque possede des données en fonctions des souches et surtout sur les
différents SNP entre les souches. La différence de phénotype entre les souches peut étre due a
un SNP présent selon les souches. Les SNP peuvent soit altérer la protéine soit la rendre non
fonctionnelle. Ainsi, la protéine pourrait toujours étre présente entre les deux souches mais ne
pas avoir exactement la méme fonction ou soit étre complétement absente. L’¢étude des SNP
entre les souches traitées ou pas par la drogue 12 pourrait s’avérer étre pertinente. Grace a
ToxoDB il est possible de comparer les SNP entre plusieurs souches ou groupes de souches, en
se basant sur la présence ou pas du phénotype, a partir de la région génomique recherchée et
obtenir des genes avec des SNP présents. Par cette approche on a obtenu les génes candidats
suivants : TGME-245530, TGME-245640 et TGME-245770. Le géne TGME-245530 est un
des génes que nous avons étudiés, par contre nous n’avons pas retrouvé TGME-245550 ni
TGME-245570. Le géne TGME-245570 code pour ORC2 un complexe de remodelage de

I’ADN. Nous avons tenté de 1’étudier mais aucune transfection a été positive et ceci ne nous a
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pas permis d’analyser ce géne candidat. Si les résultats ne sont concluants pour I’instant sur
TGME-245530, il nous semble intéressant de poursuivre 1’étude de ce dernier car dans une
étude menée par Pittman et al, 2014, ce gene a été montré comme fortement exprimé dans le
cerveau de souris infectés, ¢’est-a-dire a un stade kystique/bradyzoite. Cependant, ce qui reste
ambigué, est que dans nos expériences, en utilisant la drogue FR235222, qui induit un stade
bradyzoite, le résultat du réle potentiel de TGME-245530 n’est pas confirmé. Il est connu que
FR235222 n’induit pas complétement un stade bradyzoite, il est trés similaires. Ainsi, le
compos¢é FR235222 n’est peut-étre pas le bon controle dans notre expérience. Il existe d’autres
méthodes connues pouvant induire le stade bradyzoite, la variation du pH (Soete et al, 1993 ;
Soete et al 1994 ; Weiss et al, 1995), I’exposition a I’'I[FNy (Bohne et al, 1993 ; Bohne et al,
1994) et le compound 1 (Gurnett et al, 2002 ; Nare et al ; 2002 ; Radke et al, 2006), et pourraient
étre testés en comparaison pour affirmer ou infirmer si le géne TGME-245530 est une cible
potentielle ou non du compose 12. 11 est aussi possible d’envisager que la protéine du gene ciblé
fasse partie d’un complexe protéique et qu’elle soit en interaction avec d’autres protéines qui
elles sont impliquées directement dans le phénotype observé. Si cela est le cas, une étude par
imagerie rendant simplement compte de la comparaison entre les deux drogues n’est pas
pertinente, ’analyse devant plus complexe car il faut identifier les protéines partenaires
associées. Il est devenu classique de déléter un gene pour en déterminer son role. Dans 1’étude
du composé 12 nous ne connaissons pas si ce compos¢ est capable soit d’activer ou soit d’inhiber
la fonction du produit d’un geéne impliqué dans le phénoméne de distorsion de la vacuole. Si
I’expression d’un géne est activée en présence du compose 12, ce qui est a considérer car dans
I’analyse des résultats préliminaires transcriptomiques, il est montré, que l’expression de
plusieurs genes est augmentée, 1’étude du gene candidat par délétion de ce dernier peut étre
biaisée. En effet, si dans les conditions normales d’infection le géne n’est pas exprimé, la
délétion de ce géne conduira a la méme observation que celle observée dans des conditions
normales sans traitement, ¢’est-a-dire 1’absence du phénotype vacuole déformée et ne permet
pas de définir si ce geéne est ou pas la cible du produit I12. Dans 1’hypothése ou I2 inhibe
I’expression d’un gene, la délétion de celui-ci devrait permettre de visualiser la déformation de
la vacuole et d’associer le produit de ce géne au phénotype de vacuole déformee. Il est important
de ne pas partir d’un résultat escompté pour décrire et analyser I’expérience. Une expérience
complémentaire est a envisager pour identifier le géne associé au phénotype de la distorsion de
la vacuole. Il serait judicieux de transfecter des genes de parasite T. gondii de type Il, souche
sensible a 12, dans la souche GT1 et en paralléle de transfecter des génes de GT1, souche non

sensible a 12, dans des parasites de type II puis d’exposer les parasites au cours de leurs
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infections au composé 12. Ainsi des parasites de souche de type Il qui ont des génes GT1
devraient devenir résistant a 12 et ne pas former une vacuole déformée et inversement pour la
seconde transfection proposée. Ces manipulations a base de transfections pourraient s’avérer
pertinentes pour montrer I’induction du phénotype par le géne candidat. Un des premiers génes
a tester est naturellement TGME-245530, pour soit 1I’éliminer de 1’étude ou pour soit persévérer

dans I’investigation du réle de ce géne en vue des résultats sur les SNP trouvés.

En D’état actuel de nos résultats, il est impossible de savoir pourquoi le parasite
développe une vacuole déformée. La distorsion de la vacuole correspont-elle a une sorte de
protection développée par le parasite, ou a-t-elle une fonction ou peut-elle étre apparentée a une
paroi kystique. Les résultats obtenus sur I’analyse des GRA exportés ne permettent pas
d’affirmer cette hypothése, car nous avons toujours observé une exportation des GRA alors que
normalement les GRA ne sont plus exportés dans la phase kystique (Krishnamurthy S et Saeij
JPJ, 2018). Cependant, nous pouvons développer I’hypothése que sous traitement du composé
12, le parasite est dans une sorte de stade intermédiaire entre tachyzoite et kystes/bradyzoite. Il
est important de ne pas oublier qu’il n’y a pas uniquement le parasite qui change lors d’une
interconversion mais que la paroi de la vacuole se modifie aussi. Nous ne savons pas Si
I’osmolarité de la vacuole évolue en présence du composé 12, vu que la vacuole se gonfle de

composé extérieur qui se retrouvent a I’intérieur de la vacuole alors qu’il ne devrait pas.

Nos observations sur les effets du composé 12 lors de I’infection de T. gondii renvoient
a plusieurs questions pour lesquelles nous n’avons pas de réponse : le parasites T. gondii tire-
t-il un bénéfice ou est-ce un désavantage pour lui-méme de développer une vacuole déformée ?
Est-ce que la vacuole s’accroit ou sa déformation était-elle la conséquence que la membrane de
la vacuole devient trés perméable au milieu extérieur et que la vacuole augmente de volume ?
Un seul gene ou plusieurs genes ou un complexe de protéines est (sont) il(s) impliqués dans le
processus ? Est- ce un gene ou des genes partenaires qui sont impliqués dans le phénotype
observé chez les parasites GRAL7 négatifs ? La majorité de ces questions trouverons une
réponse dés qu’un gene (voir des génes) sera identifi¢, méme si cela n’empéche pas de continuer
a caractériser plus finement la vacuole, ce qui peut éclairer sur des hypothéses et dans la
sélection des génes a investiguer. Il reste néanmoins intéressant de découvrir comment le
parasite développe et acquiert des mécanismes au cours de son évolution et pour s’adapter a
son environnement, car la mise en évidence de ces mécanismes ouvre a de nouvelles cibles

thérapeutiques pour lutter contre le parasite et les consequences de son infection.
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Les travaux de ma thése comprennent aussi 1’étude du géne, TGGT1-229480. L’étude
de ce géne a commencé par le partage de données entre deux laboratoires, le nétre et celui de
Jeroen Saeij. D’aprés le résultat de criblage effectué dans le laboratoire de Jeroen Sacij, le géne
recherché pouvait étre impliqué dans la fitness du parasite dans les cellules HFF, sans pour
autant montré de phénotype précis pour I’'IFNy, et avoir un comportement similaire entre les
HFF et les macrophages. Dans notre laboratoire nous avions des résultats similaires qui ont été
obtenus en travaillant sur une souche différente. En reprenant ces données, avec de nouvelles
expériences et en utilisant la méme souche que pour le criblage nous avons constaté
qu’effectivement les parasites délétés pour TGGT1-229480 ont un défaut de croissance. Méme
si lors du criblage ce gene ressortait comme potentiellement impliqué dans le fitness du parasite,
il est important de vérifier son rdle en 1’éliminant du génome de parasite par délétion unique.
En effet le criblage est fait a partir d’une bibliothéque de gRNA transfectés tous en méme temps,
ce qui impligue des possibilités de doubles délétions de genes chez un méme parasite, et le pool
de gRNA transfectés peut conduire a I’acquisition d’un phénotype, par un effet de compétition
ou d’adaptation et peut s’avérer différent de celui qui serait observé par la délétion d’un géne
unique. Il est @ mentionner que certains phénotypes n’ont été pas confirmés par simple délétion
d’un gene unique donné. Dans notre étude sur le géne TGGT1-229480, le résultat de defaut de
croissance est vérifié et, cela par deux expériences différentes et indépendantes. Plus
intéressant, nous avons mis en évidence un autre phénotype qui se résume en une légeére
résistance a un pré-traitement des cellules par IFNy a faible dose. Les résultats préliminaires de
notre équipe, de la relation de la protéine du gene TGGT1-229480 avec les protéines TAB/TAK,
n’ont pas pu €tre confirmer. Les résultats contradictoires peuvent s’expliquer par 1’utilisation
de la souche, qui dans la premiere expérience est du type I, (le type | a été utilisé dans la
seconde) et aussi par la nature des cellules, RAW dans la premiére expérience puis HFF dans
le second. 1l serait intéressant de tester le type | dans des RAW et le type Il dans les HFF, et de
comparer tous les échantillons pour connaitre les éventuelles interactions. Nous pouvons
envisager que la protéine codée par le géne TGGT1-229480 interagisse avec GRAL5, car ce
dernier active la voie NFKB et de fait le complexe TAB/TAK. Pour rappel, GRA15 est inactif
chez le type I lors des dernieres expériences et ceci pourrait expliquer en partie la divergence
de résultats. A noter qu’avec la technique de la masse spect, il est possible d’observer des
protéines qui sont directement ou indirectement reliées au complexe. Il est par conséquent
conseiller de refaire les expériences en incluant plus de contréle, comme ceux cités ci-dessus,
ce qui permettra de documenter I’étude du géne TGGT1-229480. Il n’est pas surprenant de

constater une variation entre le type I et le type II, ce qui a déja était démontré pour d’autres

69



GRA ou ROP, et tout simplement de constater des phénotypes complémentaires chez d’autres
types de cellules. Par exemple il se peut que le gene ait des fonctions différentes dans les HFF
et dans les macrophages, car ces deux types cellulaires sont trés différents et n’ont pas les
mémes besoins « signalétiques », ou alors que les fonctions de ce géne soient différentes dans
les différents regnes humains et animal. Pour toutes les raisons évoqueées, le criblage par
délétion a été retravaillé et amélioré et ceci en présence ou non d’IFNy et en utilisant une batterie
de différents types de cellules. Il est ainsi devenu possible d’identifier des génes qui ont des
fonctions spécifiques que dans certains types de cellules ou que dans certaines especes ou de
répérer des genes impliqués dans les voies de signalisation de ’IFNy et de sa résistance.
Malheureusement, malgré nos efforts, il est difficile de conclure sur les fonctions de ce géne.
Nous avons besoins d’établir des expériences complémentaires, comme par exemple de vérifier
la résistance a I’IFNy en mettant au point des essais de compétitions. Si ces essais fonctionnent,
le parasite qui a un défaut de croissance devrait avoir un meilleur fitness que le parasite WT en
cas de traitement a faible dose d’IFNYy. Par ailleurs des tests ont besoin d’étre amélioré et calibré
en vue d’essais complémentaires de compétition car nous avons remarqué que,
malheureusement les parasites marqués a la mcherry ont eux-mémes un léger retard de
croissance. Il est intéressant de noter que la délétion du géne TGGT1-229480 provoque chez le
parasite un défaut de croissance et que cette méme délétion lui est en quelque sorte bénéfique
car le parasite a acquis une forme de résistance a I’IFNy. Ceci atteste que le parasite T. gondii
a une faculté surprenante de s’adapter et développer des mécanismes lui permettant d’assurer
sa survie et ceci suscite aussi I’intérét de déchiffrer I’ensemble des mécanismes mis en place,
d’un part pour prédire les mécanismes que pourraient développer ce parasite en fonction de son
environnement et des mécanismes de résistance aux traitements. Il nous semble judicieux
d’étudier T. gondii dans différents environnements et d’étendre les études de crible par CISPR-
Cas9 sur des différents types de cellules de différentes espéeces dans des contextes divers en
utilisant des drogues afin d’identifier des genes impliqués spécifiquement dans un
environnement donné. L’ensemble de ces etudes permettra de dresser un inventaire sur les
capacités d’adaptation du parasite avec ces différents hotes et de dégager de potentiels cibles
thérapeutiques pour contrdler sa transmission, contenir et limiter son cycle d’infection et éviter
sa survie chez son hote. En d’autres termes, parce que ce parasite a une grande capacité a
envahir différents hotes et a développer des mécanismes lui permettant de d’adapter, on se doit
de continuer a investiguer le genome de ce parasite pour comprendre les mécanismes qu’il est
capable de développer et ainsi contrecarrer son cycle d’infection de maniére pertinente et éviter

que ce parasite développe des résistances aux nouveaux traitements.
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V. Materiel &
Methode



A. Culture cellulaire et parasites

Les cellules HFF (fibroblaste de prépuce humain), MEF (fibroblaste embryonnaires de
souris) et Hela (epithélium lignées humaine) sont cultivées dans du milieu Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) complémenté avec 10% de sérum inactivé de veau feetal (SVF), 10mM
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulphonic acid) (HEPES) buffer pH 7.2, 2 mM L-
glutamine et 50 pg ml de penicillin/streptomycin. Les cellules sont placées en incubateur a 37°C
avec 5% de CO2. Ces différents lignages de cellules ont la capacite de former un tapis cellulaire
par adhérence et inhibition de contact.

Les souches de Toxoxoplasma gondii de type | : GT1, RH, RH-ku80, RH-ku80-mCherry, RH-
ku80-YFP et de type Il : ME49, PRU-ku80 sont maintenues en culture in vitro en effectuant

différents passages par I’intermédiaire des cellules HFF.
B. Anticorps et réactifs

Les anticorps primaires : Souris anti-HA (3F10, Roche), souris anti GRA1/GRA7
(proviennent de J.-F- Dubremetz, UMR 5235 Centre National de la Recherche Scientifique,
Montpellier, France), lapin anti TAB1 (Cell signalling), lapin anti TAK1 (cell signalling) et
lapin anti TBP (Abcam) sont utilisés pour I’immunofluorescence et pour les western blot. En
ce qui concerne les anticorps secondaires, pour les analyses en western blot, un anticorps couplé
a la phosphatase est utilisé, alors que pour I’immunofluorescence des anticorps couplés aux
molécules Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 594 et Alexa Fluor 405 (Thermo Fisher Scientific)

sont utilisés.

Les primers utilisé sont les suivants :

245530-CRISPR-FWD_1 AAGTTGCTGATTTGGTTTGCTGTAGG

245530-CRISPR-REV_1 AAAACCTACAGCAAACCAAATCAGCA

245530-REV-screen_1 CTACAGCAAACCAAATCAGC

245550-CRISPR-FWD_1 AAGTTGCCGCTCTTGTCACGCGTCTG

245550-CRISPR-REV_1 AAAACAGACGCGTGACAAGAGCGCGGA

245550-REV-screen_1 AGACGCGTGACAAGAGCGGC

245720-CRISPR-FWD_1 AAGTTGCGCGTCTGGTCGCGTCGTGG

245720-CRISPR-REV_1 AAAACCACGACGCGACCAGACGCGCA

245720-REV-screen_1 CACGACGCGACCAGACGCGC

LIC-245530-FWD TACTTCCAATCCAATTTAGCTGCAGATAACGAGAGACCACCCACGTG
LIC-245530-REV TCCTCCACTTCCAATTTTAGCCTGTCGTCTCCCGTTCTCGTTCGAGTGTTC
LIC-245550-FWD TACTTCCAATCCAATTTAGCCGATCCGTTGCTTCGTCCAACACCTCG
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LIC-245550-REV TCCTCCACTTCCAATTTTAGCGGGAGCAAGACCAATTCCAGCTCCGAGAG

LIC-245570 ORC2-FWD TACTTCCAATCCAATTTAGCGGACTCACAAATCAGAATTGTTTC
LIC-245570 ORC2-REV TCCTCCACTTCCAATTTTAGCGATGCCGTACTGCTCCAGAATGGCG
ORC2-CRISP-FWD AAGTTGTCGAGTTGGACTGGCTC

ORC2-CRISP-REV AAAACTCGAGCCAGTCCAACTCGACA

ORC2-CRISP-screen TCGAGCCAGTCCAACTCGAC

TGGT1_229480-CRISPR-FWD AAGTTGGGTGCGGTCTTCCTTGCGCG
TGGT1_229480-CRISPR-REV AAAACGCGCAAGGAAGACCGCACCCA
TGGT1_229480-CRISPR-screen GCGCAAGGAAGACCGCACCC

LIC-TGGT1_229480_FWD TACTTCCAATCCAATTTAGCTTCGACTGTCTCTCCGCACAGG
LIC-TGGT1_229480_REV TCCTCCACTTCCAATTTTAGCCAGTTCATCGTGTTTGTCTTCGTC
TGGT1_229480-FW CCGAAAGTCTCTGCCCCTTT

TGGT1_229480-REV TGAAGCGTTGCTCGACTTCT

KO-TGGT1_229480-REV2 TTCAGCGTGTGTCACTTGAGAG

C. Traitement avec la drogue 12

Les cellules HFF en confluences sont infectées par une des souches de Toxoplasma
gondii, de type | : GT1, RH, RH-ku80, de type Il : ME49, PRU-ku80 et des progénies (David
Sibley) de maniére indépendante pendant 24h a une MOI de 5. Dans le milieu de culture, la
drogue 12 (molport) a 30uM est ajouté pendant environ 24 h. Les cellules sont ensuite soit
récoltées pour des expériences en biochimie ou extraction, soit fixées pour des études en

immunofluorescence.

D. Plasmide construction P-Lic et CrisprCas9
1. LIC

La génération de mutant transgénique stable a été faite a partir de marquage génique
endogene. Consistant a amplifier par PCR le géne d’intérét (GOI) a partir de ’ADN génomique
de la souche de toxoplasma gondii souhaité, cet ADN sert de matrice pour les amorces pLIC-
GOI_FW et pLIC-GOI RV, dessiné spécifiquement pour le géne d’intérét en limitant les
variations entre les souches. Le produit de la PCR est ensuite inséré et cloné par transformation
bactérienne dans le vecteur pLIC-HAFlag-dhfr (Bougdour A et al, 2013) ou pLIC-mAID-
HAFlag-dhfr (Sibley), en utilisant la méthode LIC décrit précédemment (Huynh MH et
Carruthers VB, 2009) donnant ainsi respectivement pLIC-TgGOI-HA-DHFR ou pLIC-TgGOI-
KD. L’utilisation du vecteur pLIC-TgGOI-KD se fait dans une souche spécifique RH-ku80-
PRAUX-TIR1 ou PRU-ku80-pRAUX-TIR1, qui permet apreés induction par I’auxine la
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dégradation du géne. Ce systéme permet d’induire 1’inactivation de geéne afin d’étudier des

génes essentiels pour le parasite.

2. CRISPR/Cas9

Le plasmide pTOXO_Cas9-CRISPR a été réalisé comme précédemment décrit (Curt-
Varesano et al, 2016). Brievement, les primers TgGOI-CRISP_FW et TgGOI-CRISP_RV
contenant une séquence génomique ciblant I’ARNg sgR du GOI ont été phosphorylés, alignés
et linéarisés dans le plasmide pTOXO_CAS9-CRISPR, puis linéarisé avec Bsal conduisant a
pTOXO_CAS9_CRISPR ATgGOlI.

E. Transfections

La transfection des souches de Toxoplasma gondii avec les vecteurs est réalisé par
électroporation dans une solution tamponnée cytomix (120mM KCL, 0.15mM CaCL2, 10mM
K2HPO4 pH7.6, 25mM HEPES pH7.6, 2mM EGTA, 5SmM MgCI2). L’¢lectroporation est
réalisée en utilisant la machine BTX ECM 630 machine (Harvard Apparatus) et optimisée dans
des cuvettes de 2mm a 1.100V, 25Q et 25uF. Les parasites transgéniques stables sont
sélectionnés avec 1uM de pyrimethamine, puis un clone est isolé a partir de dilution limite dans
des plaques 96 puits. La Vérification des clones est faite soit par immunofluorescence soit par
PCR.

F. Immunofluorescence

Des lamelles recouvertes d’un tapis cellulaire de HFF sont infectées avec Toxoplasma
gondii. Par la suite ces lamelles seront fixées avec 3% de formaldéhyde pendant 20 min a RT
ou fixées avec de 1’éthanol -20°C pendant 5 min a RT, puis perméabilisées avec 0.1% Triton
X-100 pendant 10 min a RT et les sites non-spécifiques sont saturés avec une solution de 3%
de Bovine Serum Albumine (BSA) pendant 30min. Les lamelles sont incubées avec 1’anticorps
primaire pendant 1h a température ambiante puis en présence de 1’anticorps secondaire couplé
a une molécule fluorescente, ALexaFLuor488, ALexaFLuor594 et ALexaFLuor405. In fine,
les noyaux sont marqués pendant 10 min par du Hoechst 33258. Puis les lamelles sont montées
sur des lames de glaces grace a un milieu de montage le Mowiol. Les images sont recueillies
par le microscope a Fluorescence Axiolmager M2 équipé d’un module Apotome (Carl Zeiss,

Inc.), et les images traitées par le logicile Zen.
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G. QTL mapping (quantitative trait loci)

Un QTL mapping est effectué comme décrit dans ces études de Sibley et Boothroyd
(Behnke et al, 2011 ; Boyle et al, 2008 ) qui permet d’aprés un phénotype de vérifier si celui-Ci
est relié a une région précise du génome de T gondii. Pour cela on utilise une data base résultant
du croisement de deux souches de T.gondii, par exemple type | et type Il, dans laquelle est
spécifiée I’origine de toutes les séquences génomiques connues. Cette base permet de relier
une séquence génomique a un phénotype soit positif soit négatif. Dans le cas ou ce phénotype
est reli¢ a une particularit¢ génomique d’une souche, cette séquence ressortira comme
significative.

H. Extraction protéique de la cellule héte

Les cellules HFF confluentes sont infectées par une souche d’intéréts de Toxoplasma
gondii. Les cellules sont par la suite lavées avec du PBS1X puis la suspension cellulaire est
centrifugéé. Les culots sont ensuite repris dans un milieu tamponné d’extraction (Invitrogene)
pendant 5min a 4°C. La lyse des cellules se fait par sonication en 10 cycles de 30s/30s. Les

cellules sont centrifugées pour récupérer le surnageant.

. Co-immuno précipitation des protéines du complexe Flag-tagué

Les cellules HFF a confluence sont infectées par des parasites exprimant la protéine
endogéne fusionnée avec le tag HA-Flag. Par la suite les cellules sont centrifugées puis le culot
lavé avec du PBS1X-froid. Les cellules sont ensuite suspendues dans un milieu tamponné A
(10 mM Tris-HCI, pH7.9, 1.5 mM MgCI2, 10 mM KCI, 0.5mM DTT, 0.2 mM PMSF, 1X
Roche inhibiteur de protéase). Les cellules sont lysées, pendant 8 min avec 0.1% NP40 suivi
d’un broyage mécanique doux a 1’aide de Potter pour rompre les membranes plasmatiques, puis
sont centrifugées et la fraction cytosolique est récupéré. Cet extrait cytoplasmique est
complémenté avec 1 :10th pour volume du milieu tamponné B a 10X (0.3 M Tris-HCI, pH7.9,
1.4M KCl, 0.03 M MgCI2) avant I’incubation avec 50uL. de FLAG M2 gel d’affinité (Sigma-
Aldrich) pendant 1h a 4°C. Les billes sont lavées avec 3 fois avec du milieu BC500 (20 mM
Tris-HCI, pH8.0, 0.5 M KCIl, 20% Glycérol, 0.5 mM DTT, 0.5% NP40), puis 1’élution est
réalisée avec 50uL a 250ug/ml de peptide FLAG (sigma Aldrich) dilué dans du milieu
tamponné BC100.

J. Analyse Immunobloting (Western blot)

Les proteines extraites comme décrites précédemment sont séparées par un gel NuPage 4-12%

Bis-tris polyacrylamide dans un milieu tamponné MES-SDS (Invitrogen) puis transférées sur
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une membrane de polyvinylidene fluoride (PVDF) en utilisant le milieu tamponné de transfert
NuPage (Invitrogen). La membrane est ensuite saturée pendant 1h avec une solution de lait a
5%, 0.01% Tween20 (w/v). Les anticorps primaires appropriés sont dilués dans du PBS 1X
contenant 0.01% de Tween 20 (w/v) puis incubés 1h a RT. Les anticorps primaires sont détectés
en utilisant des anticorps couplés a une phosphatase (Promega) ou avec le kit Supersignal West

pico Chemiluminescent (Thermo Fisher Scientific).

K. Plages de lyses et traitement a ’IFNy

Au fond de chaque puits d’une plaque 24 puits est placé une lamelle de 12mm recouverte
d’un tapis de HFF qui est infecté par T.gondii. L’infection est réalisée en triplicata a une faible
MOI, pendant 5 jours. Puis les cellules sont fixées et colorées par du Bleu de Coomassie pendant
30 min, puis montées en lame pour étre observées au microscope. La plaque 24 puits peut aussi
ne pas contenir de lamelles, dans ce cas la plaque sera fixée avec du bleu de Coomassie puis
scannée. Chaque plage de lyse sera comptabilisée, une plage de lyse correspond a parasite.
L’aire de chaque plage sera quantifiée a 1’aide du microscope Axiolmager M2 équipé d’un

module Apotome (Carl Zeiss, Inc.) et du logiciel Zen (Carl Zeiss).

Dans le but de comparer la croissance et les effets de I’IFNy, les cellules peuvent étre
prétraitées avant I’infection et pendant avec de I’'IFNy a plusieurs doses limites. Puis les cellules

sont infectées et le méme procédé décrit ci-dessus est effectué.

L. Test de compétition

Sur des cellules HFF confluentes les souches RH-ku80-mCherry et RH-ku80-
YFP ATgGOI sont infectées avec un ratio de 1:1. Puis a chaque lyse complete du tapis
cellulaires 50uL de milieu est prélevé et dilué dans 1mL de PBS1X, ensuite la fluorescence de

chaque parasite est analysée et quantifiée au cytometre en Flux Accuri (BD Biosciences).

M.  Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisé a 1’aide du logiciel PRISM. En utilisant le test

approprié pour chaque expérience, ANOVA ou T-test.
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ANnexes

Annexe 1:

CRISPR-Mediated Disruption of Parasite Genes
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Schema de la méthode du crible réalisé par le laboratoire de Sebastian Lourido. Copyright Sidik et

al, Cell, 2016.
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Annexe 2:
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Schéma de la méthode du criblage perfectionné dans le laboratoire de Jeroen Saeij. Identification
des genes de T. Gondii qui détermine sa survie dans des cellules humaine stimulé a ’'IFNy

1) RH-Cas9 parasites are electroporated with plasmids representing a gRNA library targeting all
Toxoplasma genes. 2) Passages in HFFs under pyrimethamine selection will remove parasites
containing gRNAs targeting essential genes and non-transfected parasites. 3) Naive or IFNy-stimulated
HFFs or macrophages, are infected with the pool of mutant parasites. Parasites are passaged 3 times in
these cells. 4) The difference in abundance of gRNAs targeting a gene is compared between samples:
immediately after electroporation (library), after 3-4 passages through unstimulated HFFs (input), and
after 3 passages through IFNy-stimulated or naive cells.
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Résumé

Toxoplasma gondii est un parasite protozoaire intracellulaire obligatoire, et est 1’agent
responsable de la toxoplasmose, une parasitose habituellement bénigne chez le sujet immunocompétent
ou en dehors d'une grossesse. Lorsqu’elle est congénitale, la toxoplasmose peut se manifester par de
malformations neurologiques sévéres. Cette maladie se développe sous deux formes. La premiére
comprend a la phase aigue provoquée par I’expansion de la population de tachyzoites qui peuvent
provoquer des malformations chez le feetus. La seconde est dite chronique et asymptomatique, le
bradyzoite est y présent sous forme de kystes. Une réactivation des bradyzoites en tachyzoites peut étre
fatale pour les patients immunodéprimés. L’interconversion tachyzoite-bradyzoite est donc au centre de
la pathogénése de cette zoonose. L’interconversion est régulée au niveau transcriptionnel, avec un
controle épigénétique strict. In vitro, il a été montré que I’inhibition de 1’histone déacétylase TgHDAC3
par FR235222 induit la conversion. Dans cette these, nous avons étudiés un nouveau compose 12, ayant
des propriétés agissant également sur les HDACs. Nous démontrons que ce composé inhibe la croissance
chez toutes les souches de T. gondii, sans pour autant induire la différenciation tachyzoite-bradyzoite.
Par contre, le composé 12 induit une déformation de la vacuole, qui prend I’apparence d’une bulle,
uniquement chez certaines souches de T. gondii. D’apres les expériences effectuées la distorsion de la
vacuole n’interfére ne s’apparente pas a une paroi kystique. Un criblage génétique a permis de définir
une région génomique responsable du phénotype « bulle » de la vacuole. En I’état actuel le géne
responsable reste a étre identifié ainsi que les mécanismes qui participent a la distorsion de la vacuole.
Parallélement, un autre projet a été initié sur la base d’une étude de génes impliqués dans la croissance
et/ou dans la résistance a I’'IFNy, cytokine principale de défense contre le parasite. Un géne a été étudié.
La délétion de ce celui-ci chez le parasite provoque un défaut de croissance et de maniére surprenante
une résistance a un traitement a I’IFNy. Ce géne et son mode de fonctionnement restent & étre étudié.
Ensemble, ces travaux nous montrent une adaptation de T. gondii & son environnement et le
développement de mécanismes de survie qui restent a étre élucidés.

Summary

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan parasite, and is the causative agent of
toxoplasmosis, a benign parasitosis in immunocompetent or non-pregnant subjects. When congenital,
toxoplasmosis can manifest as severe neurological malformations. This disease develops in two forms.
The first includes the phase caused by the rise of the population of tachyzoites that can cause
malformations in the fetus. The second is chronic and asymptomatic, bradyzoite is in the form of cysts.
Reactivation of bradyzoites into tachyzoites may be fatal for immunocompromised patients. Tachyzoite-
bradyzoite interconversion is therefore at the center of the pathogenesis of this zoonosis. Interconversion
is regulated at the transcriptional level, with strict epigenetic control. In vitro, inhibition of histone
deacetylase TJHDAC3 by FR235222 has been shown to induce conversion. In this thesis, we have
studied a new compound 12, with properties that also act on HDACs. We demonstrate that this
compound inhibits growth in all T. gondii strains, but does not induce tachyzoite-bradyzoite
differentiation. On the other hand, the compound 12 induces a deformation of the vacuole, which takes
the appearance of a bubble, only in certain strains of T. gondii. From the experiments carried out the
distortion of the vacuole does not interfere with a cystic wall. Genetic screening has defined a genomic
region responsible for the bubble phenotype of the vacuole. In the current state the responsible gene
remains to be identified as well as the mechanisms that participate in the distortion of the vacuole. In
parallel, another project was initiated on the basis of a study of genes involved in the growth and / or
resistance to IFNy, the main cytokine of defense against the parasite. A gene has been studied. The
deletion of this one in the parasite causes a growth defect and, surprisingly, resistance to treatment with
IFNy. This gene and its mode of operation remain to be studied. Together, these works show us an
adaptation of T. gondii to its environment and the development of mechanisms of survival that remain
to be elucidated.
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