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Résumé

Tozoplasma gondii (T. gondii) est un parasite intracellulaire obligatoire responsable d’une
zoonose cosmopolite, la toxoplasmose. Chez les sujets sains, les parasites de type Il per-
sistent sous forme de kystes cérébraux, responsables de maladies mentales sévéres et aug-
mentant le risque d’apparition de maladies neurodégénératives. Le controle de la toxoplas-
mose chronique dépend de la sécrétion de l'interleukine pro-inflammatoire IL-12 par les
cellules dendritiques (DCs) permettant I’activation des lymphocytes T CD8-+ (LTs CD8+)
cytotoxiques et la sécrétion de 'IFN-vy. Les LTs CD8+ jouent un role clé dans ’élimination
des cellules parasitées durant la phase aigiie de I'infection, mais aussi dans 1’établissement
d’une immunité protectrice & long terme. Afin de survivre et persister, T. gondii sécréte
de nombreux facteurs de virulence qui modulent les réponses immunitaires de son hote.
Des travaux récents ont mis en évidence le role clé de la réponse UPR (Unfolded Protein
Response) dans la régulation des réponses immunitaires. La réponse UPR est une réponse
cytoprotectrice induite durant un stress cellulaire déclenché lors de variations dans 1’ho-
meéostasie protéique et lipidique au sein du réticulum endoplasmique mais aussi lors d’un
stress infectieux. Jusqu’a présent, l'influence de l'infection par T. gondii sur la réponse
UPR n’est pas connue. Nous avons émis ’hypothése que 'induction de 'UPR par T. gon-
diit dans les DCs pourrait moduler leur capacité de présentation antigénique et la sécrétion
de cytokines inflammatoires, impactant ainsi la dissémination et la persistance du parasite.
En utilisant, des DCs déficientes pour certains effecteurs de 'UPR (IREla et XBP1s), nous
avons examiné 'impact de leur activité sur les DCs infectées. In wvitro, nos résultats ont
montré que T. gondii active la voie IREla de 'UPR d’une maniére dépendante de la voie
MyD88 et contrdle ainsi la production des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-12 et la
présentation antigénique d’antigénes parasitaires par le CMH-1. Dans les souris infectées,
la voie IRE1a est spécifiquement activée dans la sous-population de ¢cDC1 et régule Iacti-
vation des LTs CD8+, essentiels a la production de 'IFN-v. De plus, les souris déficientes
pour IREla et XBP1 spécifiquement dans les DCs ne contrélent pas la prolifération des
parasites et succombent a l'infection aigiie. Notre étude révéle donc un role protecteur

essentiel de cette voie dans les DCs pour combattre U'infection a T. gondii.
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Abstract

The intracellular parasite Tozoplasma gondii (T. gondii) is one of the most common
zoonotic pathogen invading all animals, including humans. In healthy individuals, type II
parasite persists in cysts in the central nervous system leading to severe mental disorders
and increasing the risk of developing neurodegenerative diseases. The control of chronic
toxoplasmosis relies on dendritic cells (DCs) functions that activate the IL-12- induced T
cell IFN-y-derived response. In order to survive, T. gondii secretes an arsenal of virulence
factors that modulate host immune responses; however the interplay between DCs and
T. gondii has been poorly explored. Recent studies highlighted the intricate molecular
cross-talk between the Unfolded Protein Response (UPR) and the innate pathways. The
UPR response is a cytoprotective response induced during a cellular stress triggered by
an imbalance in protein and lipid homeostasis, but also during intracellular pathogen in-
fection. So far, nothing is known about the influence of T. gondii infection on the UPR.
We hypothesized that T. gondii induction of the UPR could modulate the antigenic pre-
sentation ability and cytokine secretion of DCs, thereby impacting parasite dissemination
and persistence. Using, Bone-Marrow-derived DC (BMDCs) and mice deficient for the ER
sensor IREla and the transcription factor XBP1, we examined the impact of the UPR on
DC responses and T cell activation. Our results demonstrated that T. gondii infection
activates the IREla arm of the UPR in BMDCs in a MyD88 dependent manner, thereby
inducing a unique set of secreted pro-inflammatory cytokines. We also demonstrated that
this pathway regulates MHC-I presentation of secreted parasite antigens. In infected mice,
we found that the IRE1la/XBP1s pathway is specifically activated in splenic ¢cDCls, regu-
lates T CD8+ cell responses and thus, the IFN-y production. In addition, IREla/XBP1
deficient mice do not control parasite proliferation and succomb during the acute phase
of the infection. Therefore, our work revealed an essential protective role of the IREla
branch of the UPR in DCs to fight T. gondii infection.
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Introduction

1 Toxoplasma gondii : agent de la toxoplasmose

1.1 Histoire et taxonomie du Toxoplasme

Tozoplasma gondii (T. gondii) est un protozoaire intracellulaire obligatoire appartenant
au phylum des Apicomplexes responsable d’une anthropozoonose cosmopolite, la toxoplas-
mose. Ce phylum regroupe de nombreux pathogénes causant des pathologies humaines et
vétérinaires ayant un impact sanitaire et économique considérable : Plasmodium, responsa-
ble du paludisme ; Fimeria, agent des coccidioses aviaires ; ou encore Cryptosporidium et
Babesia (Figure 1 page suivante).

T. gondii a été découvert en 1908 de maniére simultanée par les docteurs Charles Nicolle
et Louis Manceaux en Afrique du Nord (Institut Pasteur de Tunis) chez le rongeur et par le
docteur Alfonso Slendore chez le lapin au Brésil. En 1909, Nicolle et Monceux ont nommé
ce nouveau pathogéne Tozoplasma en référence a sa forme en arc (du grec "toxon" pour arc
et "plasma" pour forme) et gondii pour 'hote dans lequel il a été découvert le Ctenodactylus
gundi (Ferguson 2009). La classification taxonomique de T. gondii disponible sur NCBI
(Taxonomy ID : 5811) est proposée Table 1 page suivante.

1.2 Les lignées de T. gondii

Le genre Tozoplasma n’est composé que d’une seule espéce gondii comprenant trois géno-
types majeurs : type I, II et III (Howe et al. 1995). Entre ces trois groupes, il existe
seulement 1 & 2% de divergence dans leur séquence nucléotidique montrant ainsi une faible
diversité génétique (Dardé 2008). Les génotypes varient selon la virulence observée lors de
I'infection chez la souris et la capacité a former des kystes (Boothroyd et al. 2002; Howe
et al. 1995; Saeij et al. 2005). Les souches de type I sont fortement virulentes étant donné

que l'injection intrapéritonéale (i.p) d’un seul parasite est suffisante pour provoquer la mort
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Haematozoa

Babesia spp.
Plasmodoium spp. Theileria spp.
Leucocytozoon spp Piroplasms Coccidia

Hemosporidia
malarial parasites {ac0) Hepatozoon spp.

Dixenic Hemogregarines Eimeria spp.
(invertebrates and vertebrates} {invertebrates) Monoxenle enecidla

cwptuspoﬂdla : (vertebrates)
Cryptosporidium spp.

Monoxenic
[vertebrates)

Eugregarines
Gregarina spp.

Neogregarines

Mattesia spp

Gregarines Obligate parasites

Monoxenic Apicomplexa
[invertebrates) Complete apical complex

{conoid, rhoptry, micronemes) Key:
I] Loss of conoid
I Loss of plastid
Photosynthetic ancestor
(bi-flagellate and free-living)
L
TRENDS in Parasitology

Figure 1 — Représentation schématique des différentes sous-classes dans le phy-
lum des Apicomplexa (Portman et al. 2014).

Domaine FEukaryota
Régne Alveolata
Embranchement Apicomplexa
Classe Conoidasida
Sous-classe Coccidia
Ordre FEucoccidiorida
Sous-ordre Eimeriorina
Famille Sarcocystadae
Genre Tozoplasma
Espéce gondii

TABLE 1 — Classification taxonomique du parasite T. gondii.

de 'animal (Boothroyd et al. 2002; Saeij et al. 2005). De ce fait, les souches de type I ne
produisent pas de kystes chez la souris. Cependant, il a été récemment démontré qu’elles
peuvent former des kystes chez certains rongeurs sauvages, ceci étant probablement lié &
des polymorphismes génétiques chez ’h6te au sein de génes impliqués dans la résistance
a l'infection (M. A. Hassan et al. 2019; Murillo-Leén et al. 2019). Les souches de type

IT et IIT sont quant & elles peu virulentes puisqu’il est nécessaire d’injecter plus de 1000
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parasites pour conduire & la mort de la souris de laboratoire. Elles possédent également
un pouvoir kystogénique élevé (Boothroyd et al. 2002; Saeij et al. 2005). Les souches
parasitaires utilisées majoritairement dans les laboratoires sont résumées dans la Table 2.
Toutefois, les techniques de génotypage ont pu mettre en évidence la présence d’isolats
ne correspondant pas aux trois lignées clonales décrites. En effet, douze halogroupes ont
été identifiés et se différencient par leur virulence, prévalence et distribution géographique.
Par ailleurs, d’autres souches qualifiées d’atypiques ne sont pas associées a ces halogroupes
(Dardé 2008; A. Khan et al. 2007; Robert-Gangneux et al. 2012). En France, chez ’'Homme
et les animaux, la souche de type II représente plus de 90% des isolats identifiés (Howe
et al. 1997; Robert-Gangneux et al. 2012). Les différences de virulence entre les souches
sont corrélées par un polymorphisme allélique au sein de quelques génes majeurs (cf 1.7.2.2
page 16 et 1.7.2.3 page 19) (Hunter et al. 2012). En effet, les souches de type I (1) sécré-
tent des effecteurs parasitaires qui inhibent la réponse pro-inflammatoire et les défenses
des cellules infectées. Ainsi le parasite peut se disséminer rapidement et tuer son hote.
A Tinverse, les souches de type II (11) sécrétent des facteurs qui renforcent les réponses
anti-parasitaires afin que I'infection soit rapidement contrélée et que le parasite établisse

une infection chronique chez un hote préservé.

Génotypes Type I Type II Type III
Souches en laboratoire RH/GT1 Pru/ME49 CEP/VEG
Virulence DL100:1 DL50:103 DL50:103

Formation kystes in vivo Pas de kystes Présence de kystes Présence de kystes

TABLE 2 — Les différentes lignées de T. gondii utilisées en majorité dans les la-
boratoires. La Dose Létale (DL) correspond au nombre de parasites minimum nécessaire
pour entrainer la mort. DLjgg et DL5g représentent les doses létales permettant de tuer
100% et 50% des souris respectivement.

1.3 Les différentes formes du parasite

T. gondii existe sous trois formes infectieuses : les formes tachyzoite et bradyzoite, toutes
deux résultant de la multiplication asexuée et la forme sporozoite provenant de la multipli-
cation sexuée. A ces trois stades, le parasite présente une morphologie trés similaire avec
une forme en croissant (ou arc), une extrémité apicale effilée et une extrémité postérieure

basale arrondie (Figure 2 page suivante) (Dubey et al. 1998).
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Figure 2 — Ultrastructure des différentes formes du parasite en microscopie élec-
tronique a transmission (Dubey et al. 1998). A/ Tachyzoite. B/ Bradyzoite. C/
Sporozoite. (Am: Amylopectin granule; Ce: Centriole; Co: Conoid; Dg: Dense gran-
ule; Ga: Golgi adjunct (apicoplast); Go: Golgi complex; Im: Inner membrane complex;
Lb: Lipid body; Mi: Mitochondrion; Mn: Microneme; No: Nucleolus; Nu: Nucleus; Ow:
Oocyst wall; Pm: Plasmalemma; Pv: Parasitophorous vacuole; Rh: Rhoptry; Sm: Sub-
pellicular microtubule; Sw: Sporocyst wall.)

1.3.1 Le tachyzoite

Le tachyzoite (6pm de long sur 2pm de large) est la forme de multiplication rapide du para-
site responsable de sa dissémination dans I'organisme lors de la phase aigiie de I'infection
(Dubey et al. 1998). Selon le mode de contamination, le tachyzoite est le résultat de la
conversion du bradyzoite ou du sporozoite. Le tachyzoite est capable d’infecter toutes
les cellules nucléées par un mécanisme d’invasion active permettant la formation de la
vacuole parasitophore (VP) dans le cytoplasme de la cellule hote, au sein de laquelle les
parasites se multiplient (cf 1.7.3 page 24). Le tachyzoite se multiplie par un mécanisme
d’endodyogénie correspondant & la formation de deux cellules filles & 'intérieur de la cellule
meére (Figure 3 page suivante). En fin de cytokinése, les cellules filles restent attachées par
leur poéle basal conduisant a la formation d’une structure en forme de rosette. Le cycle
de division est composé de quatre phases : G1, S (duplication de 'ADN), M (Mitose) et
C (Cytokinese) et dure de 6 a 9h (Radke et al. 2001). Les parasites se divisent de fagon
synchronisée et exponentielle et peuvent effectuer jusqu’a 8 cycles (256 parasites par VP)
dans des fibroblastes humains (Robert-Gangneux et al. 2012).
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conoid
microlubules

micronemes
rhopries —#4

endosome-like
compartement

nucleus

dense

Figure 3 — Schéma représentatif de la division par endodyogénie du parasite
(adapté de (Agop-Nersesian et al. 2010)). A/ Représentation de la structure et
des organites du tachyzoite en phase G1. B/ Lors de l'initiation de ’endodyogénie, la
cellule mére augmente de volume pour permettre la duplication de 'appareil de Golgi
et la formation des conoides et de 'IMC (Inner Membrane Complex) fils. Durant cette
phase S, le génome haploide se réplique. C/ Pendant la phase M, le RE (Réticulum
Endoplasmique) et le noyau se positionnent en "fer a cheval" pour pouvoir étre distribués
dans les deux cellules filles. I’IMC et les microtubules s’étendent pour pouvoir séparer
les deux tachyzoites fils. Les organites micronémes, granules denses et rhoptries sont
synthétisés de novo. D/ La fin du cycle correspond a la phase C ou tous les organites des
cellules filles sont séparés par les IMC. Les cellules filles seront toujours reliées a I'extrémité
postérieure par le corps résiduel dans la VP (Blader et al. 2015; Radke et al. 2001; Striepen
et al. 2007).

1.3.2 Le bradyzoite

Le bradyzoite (7pm de long sur 1,5pm de large) est la forme de latence du parasite res-
ponsable de la phase chronique de l'infection (Dubey et al. 1998). Sous cette forme, le
parasite peut échapper & la détection et a la destruction par le systéme immunitaire et
perdurer toute la vie de I’hdte en se multipliant lentement par endodyogénie au sein d’'un
kyste intracellulaire. Les kystes peuvent contenir jusqu’a des milliers de parasites et sont
préférentiellement localisés dans les cellules musculaires, les neurones et la rétine mais peu-
vent également étre détectés dans le foie, les poumons ou les reins (Dubey et al. 1998). Le
kyste (5 & 100pm de diamétre) est une structure sphérique constituée d’une paroi dérivant
de la membrane de la VP (MVP) composée d’une couche externe compacte et d’une deux-
ieme couche plus souple s’étendant dans la matrice du kyste (Tu et al. 2018). La paroi
kystique n’est perméable qu’aux molécules de faible poids moléculaire (10kDa maximum)
suggérant une restriction des échanges avec la cellule hote (Lemgruber et al. 2011). De plus,
une étude récente a démontré que les neurones infectés par des tachyzoites présentent de

maniére efficace des antigénes parasitaires sur les molécules du CMH-I (Complexe Majeur
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d’Histocompatibilité de type I) et sont donc reconnus par les lymphocytes T (LTs) CD8+
cytotoxiques, a I'inverse de neurones contenant des kystes (cf 2.2.3 page 42) (Salvioni et al.
2019).

1.3.3 Conversion tachyzoite-bradyzoite

Les tachyzoites (provenant des souches de type II peu virulentes) se convertissent en brady-
zoites 6 & 9 jours aprés infection par voie orale chez la souris de laboratoire (Lueder
et al. 2017). Cette conversion, qui est réversible, est induite par différents facteurs de
I'environnement tissulaire et par des facteurs intrinséques a la cellule hote (Lueder et al.
2017; Lyons et al. 2002; Skariah et al. 2010). In wvitro, des variations de pH et de tem-
pérature peuvent induire la conversion des tachyzoites en bradyzoites au sein de différents
types cellulaires (Figure 4 page suivante) (Lueder et al. 2017). Cependant, chez 1’animal,
la conversion est majoritairement stimulée par la réponse immunitaire ou des facteurs in-
trinséques a la cellule hote infectée. En effet, la sécrétion de cytokines telles que I'IFN-vy
(InterFeroN v), le TNF-o (Tumor Necrosis Factor o) ou des composés comme 1'oxide ni-
trique (NO) favorise la conversion du tachyzoite en bradyzoite (Figure 4 page ci-contre)
(Lueder et al. 2017). De méme, des privations en métabolites auxotrophes pour T. gondii
tel que larginine ou le cholestérol peuvent suffire & induire la conversion (Lueder et al.
2017; Lyons et al. 2002). Par ailleurs, deux protéines humaines ont été montrées comme
favorisant la conversion : la protéine CDA-1 (Cell Division Autoantigen-1) en inhibant la
croissance de la cellule héte et la protéine CD73 en augmentant la concentration en adéno-
sine cellulaire (Lueder et al. 2017). Chez les patients immunodéprimés, une rétroconversion
du bradyzoite en tachyzoite peut étre observée suite a la diminution de la quantité de LTs
et de cytokines pro-inflammatoires telles que 1'IL-12 (Interleukine-12), le TNF-o et I'TFN-
v (Figure 4 page suivante) (Lyons et al. 2002). La conversion du parasite d'un stade
a un autre s’accompagne de changements morphologiques, moléculaires, épigénétiques et
protéiques suite & la mise en place d’un programme génétique spécifique & chaque stade
(Table 3 page ci-contre) (Lyons et al. 2002; Skariah et al. 2010; Tu et al. 2018). En ef-
fet, il a été montré que les facteurs de transcriptions de type ApiAP2 seraient impliqués
dans la régulation de la conversion. Les protéines TgAP2IV-3, TgAP2Ib-1 et TgAP2XI-4
favoriseraient la conversion du tachyzoite en bradyzoite alors que les protéines TgAP2IX-
9, TgAP2IV-4 et TgAP2IX-4 réprimeraient ce processus (Hong et al. 2017). Ainsi, les
connaissances actuelles suggérent que l'induction de la différenciation des tachyzoites en
bradyzoites serait multifactorielle et impliquerait la contribution du cycle cellulaire et du
métabolisme de 1’h6te ainsi que des réponses immunitaires au sein de ’environnement tis-
sulaire. Par ailleurs, I'invasion de neurones primaires en culture conduit a la conversion

spontanée des tachyzoites en bradyzoites et la formation de kystes intracellulaires par des
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mécanismes encore inconnus.

Tachyzoite to bradyzoite conversion

* High pH + Mitochondrial inhibition
* Low pH * Presence of nitric oxide
+ Heat shock

Tachyzoite /—\ Bradyzoite
o) I,

Bradyzoite to tachyzoite conversion

+ Lack of nitric oxide s Lack of T cells
» Lack of IFN-y s lack of IL-12
* Lack of TNF-u
TRENDS in Parasitology

Figure 4 — Facteurs liés a la conversion tachyzoite-bradyzoite (Lyons et al. 2002).

Tachyzoite Bradyzoite
SAG1, SAG2A, SAG2B, SAG3 SAG2C, SAG2D, SAG2X, SAG2Y, SAG3, SAG4A
SRS1, SRS3 SRS9, SRS44 (CST1)
ENO2 ENO1
PtdIns(t) PtdIns(b)
LDH1 LDH2
BAG1, BSR4
MAG1

P-type ATPase

TABLE 3 — Protéines spécifiques des stades tachyzoite et bradyzoite (Lyons et
al. 2002; Tu et al. 2018). SAG: Surface AntiGen; SRS: SAGI-Related Sequences;
BAG: Bradyzoite AntiGen; BSR: Bradyzoite Specific Recombinant; ENO: ENOlase; Pt-
dIns: Phosphatidyllnositol; LDH: Lactate DeHydrogenase; MAG: Matrix AntiGen.

1.3.4 Le sporozoite

Le sporozoite, contenu dans l'oocyste, est la forme de résistance et de dissémination du
parasite dans le milieu extérieur. L’oocyste (10x12pm de diamétre) correspond au produit
de la multiplication sexuée qui a lieu dans U'intestin de I’hote définitif (Montoya et al. 2004;
Robert-Gangneux et al. 2012). Les oocystes immatures relargués dans I’environnement ex-
térieur subissent alors une étape de sporulation. Lorsquun oocyste mature (ou sporulé)
est ingéré par I’hote intermédiaire, la destruction de sa paroi dans I’estomac permettra aux

sporozoites d’infecter les cellules intestinales par un mécanisme probable (mais pas en-
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core caractérisé) d’invasion actif ou de passage para-cellulaire observé pour les tachyzoites
(Lambert et al. 2010).

1.4 Cycle de vie et de développement du parasite

T. gondii est un parasite possédant un cycle de vie complexe. En effet, le cycle de ce
parasite est hétéroxéne facultatif composé d’une phase sexuée chez I'hoéte définitif : les
felidés dont le chat; et une phase asexuée chez I’hote intermédiaire : tous les homéothermes
dont 'Homme (Figure 5 page suivante) (Hunter et al. 2012; Montoya et al. 2004; Robert-
Gangneux et al. 2012).

1.4.1 La phase de multiplication asexuée

La phase de multiplication asexuée a lieu chez ’h6te intermédiaire mais également chez
I’hote définitif uniquement durant le cycle extra-intestinal. La contamination se fait soit par
ingestion d’animaux porteurs de kystes tissulaires, soit par ingestion d’oocystes matures
disséminés dans ’environnement. Aprés ingestion par voie orale, la paroi des oocystes
ou des kystes est rompue par les enzymes digestives et les parasites sont libérés pour
infecter les entérocytes. Aprés passage de la paroi intestinale, les sporozoites, provenant des
oocystes ou les bradyzoites, provenant des kystes se convertissent en tachyzoites qui vont
rapidement se disséminer dans ’organisme (phase aigiie de l'infection). Sous la pression du
systéme immunitaire, les tachyzoites se convertissent en bradyzoites et forment des kystes
définissant la phase chronique ou latente de l'infection (Figure 5 page ci-contre) (Hunter
et al. 2012; Robert-Gangneux et al. 2012).

1.4.2 La phase de multiplication sexuée

La phase de multiplication sexuée a lieu uniquement chez 1'héte définitif durant un cycle
exclusivement entéro-épithélial. Aprés ingestion de kystes ou d’oocystes matures par voie
orale, la paroi est rompue par les enzymes digestives et les bradyzoites ou sporozoites
sont libérés pour coloniser les cellules intestinales. Aprés plusieurs multiplications par
schyzogonie, les schyzontes produisent des mérozoites qui se différencient en microgaméte
méle ou macrogaméte femelle durant la gamétogonie. La fécondation de la macrogaméte
femelle par le microgaméte méale permet de produire un oocyste immature qui est excrété
dans les féces du chat et libéré dans ’environnement durant 7 a 21 jours. Aprés sporulation
dans le milieu extérieur, 'oocyste mature est infestant aprés son ingestion (Figure 5 page
suivante) (Hunter et al. 2012; Montoya et al. 2004; Robert-Gangneux et al. 2012).
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Figure 5 — Cycle de vie et de transmission de T. gondii chez les h6tes définitifs
et intermédiaires (Hunter et al. 2012). Le cycle de vie du parasite débute lorsque le
felidé se contamine avec des kystes ou oocystes sporulés. La reproduction sexuée a alors
lieu dans les entérocytes par la fusion d’un microgaméte méle et d’'un macrogaméte femelle
aboutissant & la formation d’un zygote appelé oocyste. L’oocyste immature est alors libéré
dans le milieu extérieur dans les féces de I'animal pour sporuler sous l'effet de facteurs
environnementaux et aboutir a la formation d’'un oocyste mature infectieux. Les hotes
intermédiaires peuvent alors se contaminer par les oocystes présents dans ’environnement
ou bien par I'ingestion d’animaux contaminés par des kystes tissulaires. Dans I'héte inter-
médiaire, la paroi des kystes ou oocystes se rompt dans I’estomac, les bradyzoites ou les
sporozoites sont libérés et envahissent les entérocytes. Ils se transforment alors en tachy-
zoTtes pour réaliser une multiplication asexuée et se disséminer dans l'organisme. Suite a
I'induction d’une réponse immunitaire, les tachyzoites se convertissent en bradyzoites pour
former des kystes. Les kystes résident sous forme quiescente dans le cerveau, les yeux ou
encore les muscles cardiaques et squelettiques durant toute la vie de ’hote.

1.5 Modes de transmission du parasite a 'Homme

La transmission de T. gondii est possible selon deux voies (Figure 5) (Montoya et al. 2004;
Robert-Gangneux et al. 2012) :

e Horizontale : en consommant des aliments ou de ’eau contaminés par des oocystes

sporulés ou en ingérant de la viande crue ou peu cuite contenant des kystes tissulaires.
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La contamination est également possible lors de transplantation d’organes ou de

transfusions sanguines.

e Verticale : par transmission placentaire de tachyzoites d’une femme enceinte & son

foetus lors d’une primo-infection durant la grossesse.

1.6 Pathogénése, diagnostic et traitements
1.6.1 La toxoplasmose

La toxoplasmose est une antropozoonose cosmopolite affectant 30 & 50% de la population
mondiale (Pappas et al. 2009). Le nombre de personnes séropositives varie entre les pays
en fonction des habitudes alimentaires, des conditions d’hygiéne ainsi que de ’éthnie (Ten-
ter et al. 2000). L’infection est le plus souvent asymptomatique sauf dans 10 a 20% des
cas ol une triade de symptémes caractérisée par de la fiévre, une adénopathie cervicale
et une asthénie est observée (Montoya et al. 2004). La toxoplasmose est particuliérement
grave pour le foetus d’une femme primo-infectée durant la grossesse (cf 1.6.1.1) et chez
I'individu immunodéprimé (cf 1.6.1.2). La toxoplasmose est également un probléme vétéri-
naire et économique puisqu’elle touche un grand nombre d’animaux d’élevage entrainant

des avortements, en particulier chez les ovins (Robert-Gangneux et al. 2012).

1.6.1.1 Toxoplasmose congénitale La toxoplasmose congénitale correspond & 1'in-
fection du foetus par le passage du parasite dans le placenta lors d’'une primo-infection de
la femme enceinte. Il existe une relation inverse entre la fréquence de transmission du
parasite et la gravité de 'infection (Dunn et al. 1999). En effet, le taux de transmission
augmente au fur et & mesure de la grossesse mais I'infection est plus grave en début de
grossesse puisqu’elle conduit généralement a la mort in utero du feetus. Les conséquences
cliniques d’une toxoplasmose congénitale peuvent étre multiples et peuvent aboutir & des
retards mentaux, des troubles psychomoteurs chez le nouveau-né ou des rétinochoroidites
plus bégnines jusqu’a 'adolescence. Un rapport indique que la prévalence de la toxoplas-
mose congénitale en France correspond a environ 3 naissances sur 10000 en 2007 (Robert-
Gangneux et al. 2012). A I'heure actuelle, la prévention de la toxoplasmose congénitale est
importante en France avec le dépistage sérologique des femmes enceintes non immunisées
et 'information sur les régles hygiéno-diététiques (par exemple cuisson de la viande a 70°C,

lavage des mains ...).

1.6.1.2 Toxoplasmose chez les individus immunodéprimées La réactivation
de kystes latents provoque les toxoplasmoses les plus graves chez les individus immuno-

déprimés qui peut aboutir & une toxoplasmose disséminée ol une atteinte multiviscérale est
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observée. En effet, le systéme immunitaire affaibli ne peut contréler I'infection engendrant

différentes formes de toxoplasmose :

e la toxoplasmose cérébrale est la forme la plus répandue (Pueyo et al. 1993). Les
symptoémes peuvent étre divers comme de la fiévre, des céphalées, un déficit moteur

ou psychiatrique (Montoya et al. 2004).

e la toxoplasmose oculaire est caractérisée par des lésions oculaires troublant la vision

suite & une réactivation locale de kystes dans la rétine (Montoya et al. 2004).

e la toxoplasmose pulmonaire est plus rare mais extrémement grave puisqu’elle provoque

une pneumopathie pouvant entrainer la mort en quelques jours (Rabaud et al. 1996).

1.6.2 Diagnostic

Le diagnostic de la toxoplasmose chez ’'Homme est réalisé par des techniques sérologiques,
moléculaires (PCR) et histologiques en raison de signes cliniques non spécifiques ou d’absen-
ce de symptomes (Hill et al. 2002; Montoya et al. 2004; Robert-Gangneux et al. 2012). Le
diagnostic utilisé habituellement est basé sur les techniques de sérologie permettant de
détecter les immunoglobulines (Ig) anti-toxoplasmiques dans le sérum des patients. Les
IgA, IgE et IgM sont sécrétées au début de l'infection permettant donc d’indiquer une
toxoplasmose récente. Les IgG apparaissent plus tardivement et persistent tout au long
de la vie de I'hdte montrant ainsi une infection ancienne. L’examen sérologique com-
prend diverses techniques telles que 'ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), le
test d’agglutination par immunocapture (ISAGA), le test d’hémagglutination indirecte, le
Western Blot (WB) et le test d’avidité des IgG (Dard et al. 2016; Q. Liu et al. 2015). Les
techniques histologiques sont utilisées pour isoler et identifier le parasite dans des préléve-
ments de fluides ou de tissus de patients. Enfin, la détection de ’ADN parasitaire peut étre
réalisée par PCR et s’effectue généralement sur le liquide amniotique pour diagnostiquer

une contamination in utero (Q. Liu et al. 2015).

1.6.3 Traitements de la toxoplasmose

Les traitements disponibles contre la toxoplasmose ne sont utilisés que lors d’une toxoplas-
mose congénitale et dans les formes les plus graves de la maladie (cf 1.6.1.2 page précédente)
(Hill et al. 2002; Montoya et al. 2004). Actuellement, seuls des antibiotiques sont utilisés
et ils n’ont d’effets que pendant la phase aigiie de I'infection (tachyzoites réplicatifs dis-
séminants). Ils ne permettent donc pas ’éradication des kystes intracellulaires latents.
L’association de la sulphadiazine (inhibition de la déhydroptéroate synthétase) et de la

pyriméthamine (inhibition de la dihydrofolate réductase) est le traitement qui a montré la
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meilleure efficacité contre le parasite. Ces molécules agissent sur la voie de synthése des
folates nécessaire a la production des acides nucléiques. La spiramycine (inhibition de la
synthése protéique) est également utilisée lors d’une infection en début de grossesse jusqu’a
pouvoir donner I'association sulphadiazine-pyriméthamine en fin de grossesse. A I’heure
actuelle, aucun traitement n’est disponible pour éviter la réactivation des kystes latents et

il n’y a pas de vaccin disponible pour ’Homme.

1.7 Ultrastructure du tachyzoite, organites de sécrétion et cycle lytique
1.7.1 Généralités

T. gondiiv posséde un génome haploide de 63Mb réparti en 14 chromosomes qui coderait
environ 8000 génes soit 30% du génome (Reid et al. 2012). Le tachyzoite en forme d’arc
est une cellule asymétrique polarisée qui posséde un "complexe apical" caractéristique des
Apicomplexes indiquant la direction de la motilité parasitaire et jouant un roéle essentiel
dans I'invasion des cellules hotes (Figure 6 page ci-contre). Le complexe apical se compose
des organites sécrétoires apicaux (cf 1.7.2.1 page 16 et 1.7.2.2 page 16) ainsi que du conoide.
Le conoide est composé de 14 microtubules qui s’enroulent en spirale prenant leur origine
au niveau de deux anneaux préconoidaux situés a I’extrémité antérieure du conoide qui les
connectent a 'anneau polaire apicale (APR) (Figure 6 page suivante) (K. Hu et al. 2002).
Le conoide est une structure rétractile qui effectue un mouvement d’extrusion lors de la
sortie (ou "egress") des parasites de la VP assurant ainsi 'adhésion, la motilité et donc la
dissémination des parasites extracellulaires aux cellules voisines. Ce mouvement est induit
par des flux calciques et régulé par des protéines de liaison au calcium localisées dans le
conoide (Figure 6 page ci-contre) (Monteiro et al. 2001; Morrissette 2014). A Dinverse, le
conolide se trouve sous forme rétractée lors de la réplication intravacuolaire des parasites.
Le tachyzoite est délimité par un complexe membranaire appelé pellicule, permet-
tant de maintenir sa forme et dans laquelle est ancré le cytosquelette cortical (Baum et
al. 2006). La pellicule est formée de la membrane plasmique entourant le parasite et
de 'IMC (Inner Membrane Complex) constitué de saccules (ou alvéoles) a double mem-
brane lipidique bordant la face interne de la membrane plasmique (Figure 6 page suivante)
(Anderson-White et al. 2012). Les alvéoles corticales sont une caractéristique spécifique
du super-embranchement des Alveoleta. Le parasite est donc délimité par une structure
tri-membranaire d’une épaisseur de 60nm, qui régule les échanges avec le milieu extérieur
(Anderson-White et al. 2012). Le cytosquelette cortical est constitué d’un réseau spiralé
de 22 microtubules sous-pelliculaires ancrés a I'IMC, émanant de ’APR (Figure 6 page ci-
contre) (Morrissette 2014). De plus, le parasite posséde un cytosquelette cortical d’actine

et de myosine, appelé "glideosome" localisé entre la membrane plasmique et 'IMC, qui as-
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Figure 6 — Schéma de l’'ultrastructure et du cytosquelette du tachyzoite de
T. gondii. A/ Représentation schématique des organites composant le tachyzoite (Baum
et al. 2006). B/ Représentation schématique du réseau de microtubules du tachyzoite
(Morrissette 2014).

sure la motilité parasitaire (Opitz et al. 2002). 11 est constitué de la myosine A, de I’actine
et de protéines d’ancrage a 'IMC appelées les protéines GAP (Glideosome Associated
Proteins).

Par ailleurs, le tachyzoite posséde les organites classiques retrouvés dans les cellules
eucaryotes : un noyau, une mitochondrie unique, un réticulum endoplasmique (RE), un
appareil de Golgi et des ribosomes (Figure 6) (Baum et al. 2006). T. gondii dispose égale-
ment d’organites sécrétoires spécifiques aux Apicomplexes appelés micronémes (cf 1.7.2.1
page suivante), rhoptries (cf 1.7.2.2 page suivante) et granules denses (cf 1.7.2.3 page 19)
mais aussi des acidocalcisomes, une vacuole et un apicoplaste (Figure 6). Les acidocalci-
somes ont pour but de stocker et de réguler la concentration de calcium dans la cellule
(Rohloff et al. 2011). La vacuole emmagasine également le calcium et présente une activité
de transport du sodium protégeant le parasite du stress salin (Miranda et al. 2010). La va-
cuole est également impliquée dans la dégradation de molécules internalisées par le parasite
via l'action de cathepsines (Parussini et al. 2010). La présence de cathepsines a conduit a
considérer cet organite comme 1’équivalent d’un lysosome ou d’une vacuole lytique partici-
pant au trafic et & la maturation dans les voies endo/exocytique de T. gondii (Parussini
et al. 2010). L’apicoplaste est quant a lui le lieu des voies de biosynthése indispensables a
la réplication parasitaire telles que la synthése des acides gras, des isoprénoides ou encore
de ’héme (Amiar et al. 2016; Lévéque et al. 2017; Mazumdar et al. 2006).

15



1. TOXOPLASMA GONDII : AGENT DE LA TOXOPLASMOSE Introduction

1.7.2 Organites de sécrétion spécifiques de T. gondii

Les trois organites de sécrétion spécifiques de T. gondii sont essentiels au cycle lytique en
régulant 1’étape d’invasion de la cellule héte mais également la survie du parasite au sein
de la VP.

1.7.2.1 Les micronemes Les micronémes localisés au pole apical du tachyzoite, ont
une forme de batonnets de 250x50nm et sont les plus petits organites spécifiques du para-
site (Figure 6 page précédente). Le nombre de micronémes peut atteindre une centaine
par tachyzoite. Cependant la quantité peut varier selon les stades de développement et
lactivité du parasite (Carruthers et al. 2008). Les protéines de micronémes (MICs) sont
sécrétées suite a 1’étape précoce de reconnaissance de la cellule hote. Elles assurent ainsi
I’attachement et la motilité parasitaire, ainsi que l'initiation du processus d’entrée dans
la cellule hote. Certaines MICs, qui sont des perforines (comme TgPLP1), induisent la
lyse de la MVP a 'étape de sortie (Carruthers et al. 2008). Actuellement, 19 MICs ont
été identifiées et partiellement caractérisées : TgMIC1 a TgMIC12, TgAMA1, TgM2AP,
TgSUBIL, TgROMI1, TgSPATR, TgPLP1 et TgTLN4 (Y. Wang et al. 2015). Les MICs
existent sous forme soluble ou avec un domaine transmembranaire et s’associent pour cer-
taines d’entre elles en complexes fonctionnels d’adhésion. En effet, ces protéines possédent
des domaines d’adhésion présentant de fortes similarités avec ceux des cellules eucaryotes
supérieurs (Sheiner et al. 2010). En particulier, le complexe TgMIC2/TgM2AP permet
I’attachement du parasite a la cellule hote et assure sa motilité tandis que TgAMAL1 initie
la formation de la jonction mobile (JM) assurant 'entrée du parasite au sein de la VP
(cf 1.7.3 page 24) (D. L. Alexander et al. 2005; Huynh 2003; Lamarque et al. 2014; Shen
et al. 2012).

1.7.2.2 Les rhoptries Les rhoptries sont des organites de 2 & 3um en forme de
bulbe ou "massue inversée" ancrées au pole apical du parasite (Figure 6 page précédente)
(Boothroyd et al. 2008; Dubey et al. 1998). Chaque tachyzoite possédent 8 & 12 rhoptries
qui sont constituées de deux régions : une zone longiforme, "le cou", qui permet 'ancrage
de lorganite au pole apical du parasite et qui contient les protéines RONs (RhOptry Neck
proteins) (Dubey et al. 1998). Les protéines RONs (TgRON2, TgRON4, TgRONb5
et TgRONS) sont sécrétées juste aprés les protéines MICs et participent au processus
d’invasion en association avec la protéine TgAMAL1 par la formation de la JM (Figure 7
page suivante) (cf 1.7.3 page 24) (D. L. Alexander et al. 2005). Le bulbe des rhoptries con-
tient les protéines ROPs (RhOptry Proteins) qui sont sécrétées dans un deuxiéme temps,
soit de maniére précoce au sein du cytoplasme de la cellule hote, soit de maniére plus tardive

au sein de la VP en formation (Figure 7 page suivante) (Bradley et al. 2007; Dubremetz
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2007; Hakansson 2001).
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Figure 7 — Représentation schématique du réle des effecteurs parasitaires lors de
I’invasion et de la formation de la VP (Rastogi et al. 2019). Les protéines RONs
(en vert) sont libérées aprés I'attachement du parasite a la cellule hote pour s’associer a
la protéine TgsAMA1 (en rouge) et former la JM permettant 'invasion parasitaire. Durant
I'invasion, la structure protectrice enveloppant le parasite (la MVP) est générée. Lors de
cette étape, les protéines ROPs (en bleu) sont injectées dans le cytosol de la cellule hote et se
retrouvent associées a la MVP (TgROP17) ou a 'actine cytosolique de I'hote (TgToxofiline).
D’autres, comme TgROP16, s’accumulent directement dans le noyau de la cellule hote. Une
fois les parasites complétement internalisés dans la cellule hote, la maturation de la MVP
se produit de maniére concomitante avec la sécrétion des protéines GRAs débutée dés
I'invasion. Ainsi, les GRAs sont retrouvées a la MVP, dans l’espace intravacuolaire, au
niveau du réseau intravacuolaire nanotubulaire (IVN) ou sont transloquées a travers la
MVP vers le cytosol ou le noyau de la cellule hote via la protéine TeMYRI1 (en orange).

A D’heure actuelle, il a été dénombré une quarantaine de protéines ROPs et leur décou-
verte est en constante augmentation (Boothroyd et al. 2008; Peixoto et al. 2010). Les pro-
téines ROPs sont, pour la majorité, des kinases ou pseudo-kinases qui ciblent des protéines
de I'héte afin de bloquer la destruction de la VP et d’assurer un environnement cellulaire
favorable & la réplication parasitaire (Boothroyd et al. 2008; Hakimi et al. 2017). Les pro-
téines ROPs de la famille TgROP2 sont les mieux caractérisées in wvitro suite a l'infection
de fibroblastes humains ou de macrophages et in vivo dans des souris (Boothroyd et al.
2008; Hajj et al. 2006). Elles sont en majorité transmembranaires et localisées au niveau
de la MVP et possédent un domaine kinase-like en région C-terminale. TgROP2 a été
identifiée comme favorisant le recrutement des mitochondries et du RE de la cellule hote
(hRE) a la VP (Sinai et al. 2001, 1997). Le role du recrutement de ces deux organites

n’est pas encore compris mais il pourrait favoriser I'import de lipides nécessaires a la crois-
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sance parasitaire. Le complexe TgROP5 1)/ TgROP17/TgROP18 localis¢ & la MVP
induit la phosphorylation de plusieurs résidus thréonine au sein du domaine GTPase des
Immune-Related GTPases (IRGs) empéchant ainsi leur oligomérisation, leur accumulation
a la VP et donc la lyse de la VP (Figure 8 page ci-contre) (cf 2.1.2 page 29) (Etheridge
et al. 2014; Fleckenstein et al. 2012). L’inhibition de l'activité des IRGs est spécifique des
souches virulentes de type I. En effet, les souches de type II possédent un polymorphisme
au sein du géne codant pour TgROP5, rendant ce facteur inactif et ne permettant donc
pas de bloquer 'élimination des parasites par les IRGs (Behnke et al. 2011). En plus de
TgROP5 (1), la pseudokinase TgROP54 a été montrée comme diminuant le recrutement
de la protéine guanylate binding protein 2 (GBP2) a la VP protégeant ainsi la VP de la
lyse (E. W. Kim et al. 2016). TgROP18 phosphoryle également le facteur de transcription
ATF6( impliqué dans la réponse UPR (Unfolded Protein Response) et induit sa dégrada-
tion par le protéasome provoquant une plus forte susceptibilité a l'infection (Figure 8 page
ci-contre) (M. Yamamoto et al. 2011). Par ailleurs, des études de transcriptomique menées
dans des cellules infectées par des parasites mutants délétés pour le facteur TgROP38
suggérent qu’il serait impliqué dans la régulation des voies de 'apoptose et des fonctions
mitochondriales (Peixoto et al. 2010).

A la différence des protéines ROPs énoncées précédemment, la kinase TeROP16 et la
phosphatase 2C (TgPP2C) sont transloquées dans le noyau de la cellule hote. Le role de
TgPP2C n’est pas élucidé mais une diminution de la croissance des parasites a été observée
in vitro en absence de cette protéine (Gilbert et al. 2006). A I'inverse, TgROP16 ) est bien
caractérisée. La sérine/thréonine kinase phosphoryle les facteurs de transcription STAT3 et
STAT6 (Signal Transducer and Activator of Transcription) entrainant une forte diminution
de la production des cytokines pro-inflammatoires IL.-12 et TNF-o et par conséquent de la
réponse Thl dans des souris infectées (Figure 8 page suivante) (Butcher et al. 2011; Ong
et al. 2010; Saeij et al. 2006). L’activation de STAT6 stimule I'expression de I'arginase 1
induisant la diminution des ROS (Reactive Oxygen Species) et protége ainsi le parasite des
conséquences d’un stress oxidatif (Figure 8 page ci-contre) (Butcher et al. 2011). L’activité
kinase de TgROP16 n’est pas active dans les souches de type II dii & un polymorphisme

au sein du géne codant pour cette protéine (M. Yamamoto et al. 2009).
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Figure 8 — Roéle des protéines ROPs dans la modulation de ’activité de la cellule
hote (Hakimi et al. 2017). Suite a 'attachement du parasite & la membrane plasmique
de la cellule hote, les protéines ROPs sont sécrétées dans le cytoplasme de la cellule ou
elles s’associent a la VP ou bien sont transloquées dans le noyau de ’héte. Le complexe
TgROP5(;)/TgROP17/TgROP18 phosphoryle les IRGs empéchant leur accumulation a la
MVP. TgGRAT seul peut également inhiber les IRGs mais il peut également s’associer au
complexe TgROP5yy /TeROP17/TgROP18. TgROP18 phosphoryle le facteur de transcrip-
tion ATF6P induisant sa dégradation via le protéasome. TgROP16(;) phosphoryle STAT3
et STATG induisant des réponses anti-inflammatoires.

1.7.2.3 Les granules denses Les granules denses (GDs) sont des petites structures
sphériques de 200nm de diameétre dispersées dans le cytoplasme du parasite (Figure 6
page 15) (Dubey et al. 1998; Mercier et al. 2015). Contrairement aux micronémes et
aux rhoptries, les GDs sont présents uniquement chez les Apicomplexes formant des kystes
comme Tozxoplasma, Neospora, Sarcocystis, Hammondia, Besnoitia et Frankelia (Mercier et
al. 2015). Les protéines de granules denses (GRAs) sont massivement sécrétées a la fin de la
formation de la VP afin d’initier la formation du réseau intravacuolaire nanotubulaire (IVN)
puis de maniére continue durant les réplications successives du parasite (Carruthers et al.
1997). Actuellement, une vingtaine de GRAs sont décrites et présentent de multiples roles
essentiels a la survie intracellulaire du parasite (Mercier et al. 2015). En effet, certaines
GRASs localisées au sein de ’espace vacuolaire et de la MVP assurent le maintien de la
structure de la VP (Masatani et al. 2013) et de 'TVN (Mercier et al. 2002). D’autres
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protéines GRAs localisées a la MVP stimulent le recrutement d’organites de ’hote a la
VP (Ahn et al. 2006; Coppens et al. 2018; Deffieu et al. 2019; Gold et al. 2015). Enfin,
des GRAs sont sécrétées au-dela de la MVP et atteignent le noyau de la cellule hote afin
de moduler la réponse transcriptionnelle induite par l'infection (Hakimi et al. 2017). Les

fonctions des différentes protéines GRAs caractérisées sont détaillées ci-dessous :

e Import de nutriments : TgGRA2 et TgGRAG6 induisent la formation des tubules

membranaires constituant I’'IVN et maintiennent ce réseau assurant notamment la

synchronicité des divisions successives du parasite (Mercier et al. 2002; Travier et al.
2008). L’IVN facilite également ’échange de nutriments avec la cellule hote (Caffaro
et al. 2011). TgGRAT induit la formation des structures H.O.S.T (Host Organelle
Sequestering Tubulostructures) qui stimulent l'internalisation des endolysosomes de
la cellule héte dans la VP afin de promouvoir I'import de cholestérol essentiel a
la croissance parasitaire (Coppens et al. 2006). Il est & noter que cette protéine
s’associe également au complexe TgROP5()/TgROP17/TgROP18 pour cibler Irga-6
par un mécanisme distinct de TgROP18 mais synergique. TgGRAT a également la
capacité de se lier directement au dimére actif Irga-6 pour induire son désassemblage
(Figure 8 page précédente) (cf 2.1.2 page 29) (Alaganan et al. 2014; Hermanns et al.
2015). II a été également suggéré que 'import de lipides de la cellule hote vers le
parasite pourrait étre médié par le recrutement des organites de 1’hote tels que le
RE, 'appareil de Golgi et les mitochondries. En particulier, TgGRAS3 et TgGRAS5
interagissent avec la protéine CAMLG (CAlcium Modulating LiGand). Cette inte-
raction pourrait stimuler le recrutement du hRE & la VP, méme si cette hypothése
n’a pas encore été directement démontrée (Ahn et al. 2006; J. Y. Kim et al. 2008).
De plus, TeGRA3 interagit avec 'appareil de Golgi de 'hdte et induit la formation
de tubules permettant l'internalisation de fragments golgiens dans la VP (Deffieu
et al. 2019). De la méme maniére, TgMAF1 (Mitochondrial Association Factor 1)
stimule le recrutement des mitochondries de I’héte & la VP modulant ainsi de maniére

indirecte le profil cytokinique de la cellule hote infectée (Pernas et al. 2014).

e Modulation transcriptionnelle de la cellule hote : De maniére similaire & TgGRA3
et TgGRAS, TgGRAG6 (1) présente a la MVP, interagit avec CAMLG. Cependant,
I'interaction TgGRA6/CAMLG semble aboutir a 'activation du facteur de transcrip-
tion NFAT4 (Nuclear Factor of Activated T cells 4) induisant ainsi la production des
chimiokines CXCL2 et CCL2 (Figure 9 page 22) (Ma et al. 2014). Ces cytokines

chimiotactiques vont permettre le recrutement des monocytes et neutrophiles au site

d’infection (Ma et al. 2014). La protéine TgGRAG(11) possede un polymorphisme au

niveau de sa région C-terminale ne permettant pas l'activation efficace de NFAT4
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(Ma et al. 2014). A la MVP, TgGRA15(1y) est capable d'interagir avec les facteurs
TRAFs (TNF Receptor-Associated Factors) pour induire 'activation, la translocation
nucléaire du facteur de transcription NFxB (Nuclear Factor Kappa B) et la produc-
tion de la cytokine pro-inflammatoire IL-12 (Figure 9 page suivante) (Jensen et al.
2011; Rosowski et al. 2011; Sangaré et al. 2019). A Iinverse, les souches de type I pos-
sédent un allele de TgGRA15 inacif et n'induisent donc pas ce mécanisme (Rosowski
et al. 2011). TgGRA16 est exportée dans le noyau de la cellule hote puis forme un
complexe avec les enzymes de I'hote PP2A-B55 (Protein Phosphatase 2A) et HAUSP
(Herpes virus-Associated Ubiquitin Specific Protease) pour moduler 1’expression des
geénes associés a la voie p53 et donc au cycle cellulaire (Figure 9 page suivante) (Boug-
dour et al. 2013). TgGRA24 induit 'autophosphorylation de la MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinases) p38a qui active une réponse pro-inflammatoire médiée
par 'IL-12 (Figure 9 page suivante) (Braun et al. 2013). TgIST (Inhibitor of STAT1
transcriptional activity) migre dans le noyau de la cellule hote pour inhiber STAT1
et donc lexpression des ISGs (Interferon-Stimulated Genes) dans les macrophages
stimulés par 'TFN-y (Figure 9 page suivante) (Gay et al. 2016; Matta et al. 2019).
Le parasite bloque ainsi de nombreuses voies impliquées dans 'immunité cellulaire
autonome ("cell-autonomous" immunity) dont l'expression des IRGs. L’effecteur
TgTEEG (Tozoplasma E2F4-associated EZH2-inducing Gene regulator) forme un
complexe avec les facteurs de transcription cellulaire E2F3 et E2F4 et active ainsi
EZH2 qui régule négativement l'activité de la voie NFxB résultant en la répression
de la transcription de cytokines tels que 'IL-1f et I'IL-6 (Braun et al. 2019). Il est
& noter que ces trois derniers facteurs parasitaires sont sécrétés par les souches de
type I et de type II. La modulation globale de la réponse de ’h6te est donc com-
plexe. En effet certains facteurs renforcent la réponse pro-inflammatoire, comme
TgGRA24, alors que d’autres inhibent cette réponse (TeTEEG) ou bloquent les mé-
canismes de défense intrinséques permettant la destruction des parasites. L’ensemble
des résultats obtenus l'ont été in vitro dans des fibroblastes ou macrophages infectés
et chaque facteur a été examiné de maniére indépendante. Il est fort probable que
ces facteurs agissent de concert ou individuellement selon le type cellulaire considéré,
I’environnement tissulaire ou le moment de l'infection, dans la finalité d’assurer la
transmission du parasite entre les hotes intermédaires ou vers I’hote définitif. Il serait
donc important de pouvoir caractériser 'activité des différents facteurs parasitaires
connus, au sein d’'un méme type cellulaire, lors de l'infection aigiie ou chronique de

la souris afin de mieux comprendre leur roéle et mode d’action collectif.

Finalement, le role des GRAs dans la formation des kystes et ’établissement de I'infection

chronique a été montré. En effet, 'injection de tachyzoites mutant pour TgGRA2, Tg-
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GRA3, TgeGRA4, TeGRA6, TgeGRAT7, TeGRAS8, TgGRA9, TeGRA12 ou Tg-
GRA14 inhibe fortement la formation des kystes chez la souris infectée (Fox et al. 2011,
2019).
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Figure 9 — Roéle des protéines GRAs dans la modulation de DPactivité de la
cellule hote (Hakimi et al. 2017). Les GRAs sont soit transloquées dans le noyau de
la cellule hote (TgIST, TeGRA24, TgGRA16), soit localisées a la MVP (TgGRA15) ou
bien résident a la VP tout en interagissant avec le cytosol de la cellule hote (TgGRAG).
TgIST inhibe la réponse IFN en recrutant le complexe Mi-2/NuRD réprimant la fixation
de STAT1 sur les promoteurs associés. TgGRA24 forme un complexe avec p38ax MAPK
activant des facteurs de transcription tels que EGR-1, ¢-FOS pour induire une réponse
Thl. TgGRA16 forme un complexe avec HAUSP et PP2A-B55 pour réguler négativement
p53. Dans la souche de type II, TgGRA15yy) active TRAF6 qui induit Pactivation de
la voie NFxB responsable d’une réponse pro-inflammatoire. Dans la souche de type I,
TgGRAG6 (1) interagit avec CAMLG pour stimuler le facteur de transcription NFAT4 qui
induit la sécrétion de chemokines tels que CXCL2, CCL2 stimulant le recrutement de
cellules immunitaires au site d’infection.

Pour que les protéines effectrices GRAs puissent étre exportées dans le cytoplasme de la
cellule hote, il est nécessaire qu’elles traversent la MVP. Depuis quelques années, certains
des processus permettant ’export de ces protéines ainsi que I’échange de nutriments ont

été elucidés (Figure 10 page suivante) :
e [’aspartyl protéase TgASP5 localisée dans 'appareil de Golgi du parasite clive les
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protéines contenant un motif TEXEL (Tozoplasma EXport ELement) telles que Tg-
GRAG6, TeGRA7, TeGRA15, TeGRA16 et TgIST induisant leur maturation et leur
export (Coffey et al. 2015; Curt-Varesano et al. 2015; Hsiao et al. 2013).

e La protéine TsMYR1 (MYc Regulation 1) localisée a la MVP est un translocon
qui assure l'export d’une grande partie des protéines GRAs (TgGRA16, TgGRA24,
TgIST et TgHCEL (Host Cyclin E1)) modulant ainsi l'activité de la cellule hote
durant l'infection (Franco et al. 2016; Naor et al. 2018; Panas et al. 2019).

e Le complexe protéique TS GRA17/TgGRA23 localisé a la MVP permet le trans-
port passif de petites molécules telles que des nutriments entre la cellule hote et la

VP (Gold et al. 2015).
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Figure 10 — Représentation schématique du mécanisme d’export et de trafic des
protéines GRAs a travers la MVP (Hakimi et al. 2017). Dans lappareil de Golgi,
Paspartyl protéase TgASP5 clive les protéines TgGRA6, TeGRAT7, TeGRA15, TeGRA16
et TgIST pour permettre leur export. A la MVP, TeMYRI1 permet I'export de TgGRA16,
TgGRA24 et TgIST a travers la MVP vers le cytosol de 'héte. Les protéines TeGRA17 et
TgGRA23 localisées & la MVP sont responsables du transport de petites molécules entre
la VP et le cytosol de la cellule hoéte.
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1.7.3 Cycle lytique de T. gondii

T. gondii a mis en place un mécanisme complexe pour envahir activement la cellule héte,
s’y développer au sein de la VP et s’en échapper pour infecter d’autres cellules et ainsi
se disséminer de maniére efficace chez I’hote intermédiaire. Le cycle lytique du parasite
comporte quatre étapes majeures : la motilité et 'attachement, I'invasion, la réplication

et la sortie ou "egress" des parasites (Figure 11).
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Figure 11 — Cycle lytique de T. gondii (Billker et al. 2009). Le tachyzoite extracel-
lulaire se déplace a la surface des cellules par glissement puis adhére & la membrane de la
cellule hote grace a la sécrétion des MICs. L’étape d’invasion peut alors commencer avec
la formation de la jonction mobile (JM; anneau rouge) permettant ’entrée du parasite et
en parallele la formation de la VP. Le parasite se réplique dans la VP conduisant & une
accumulation d’acide abscissique (ABA) déclenchant la sortie du parasite par lyse cellu-
laire. La production d’ABA peut étre bloquée par le fluridone (FLU) inhibant la sortie des
parasites mais induisant la développement de kystes.

Le parasite extracellulaire se déplace a la surface de la cellule hote par glissement (ou
"oliding"). Cette motilité se définit par trois formes de déplacements possibles : circu-
laire, hélicoidal ou en spirale (Hakansson et al. 1999). Par la suite, le processus d’invasion
en lui-méme est décrit en six étapes : 'attachement initial du parasite & la membrane
plasmique, 'attachement du péle apical, la formation de la JM, la décharge des ROPs, la

formation de la VP et enfin la séparation de la VP de la membrane plasmique de 1’héte
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(Carruthers et al. 2007). Tout d’abord, I'attachement initial du parasite a la cellule hote
implique la reconnaissance de récepteurs cellulaires par des protéines de surface de 7.
gondii telles que les SAGs (Surface AntiGens) ou les SRS (SAG1-Related Sequence). Suite
a ce premier contact, la sécrétion des MICs est induite par une augmentation du calcium
intracellulaire du parasite. Les MICs s’accumulent alors au pole apical et peuvent for-
mer des complexes d’adhésion pouvant se lier aux récepteurs de la cellule hote (cf 1.7.2.1
page 16) (Huynh 2003). Au point d’attachement entre le parasite et la cellule, la JM se
forme gréace a la sécrétion des RONs qui s’associent & TgAMAT1. Le complexe moléculaire
TgRON2/TgRON4/TgRON5/TgRON8/TgAMAT1 forme une structure ponctuelle en cer-
cle qui crée une adhésion intime entre le complexe apical du parasite et la surface de la
cellule hote (Shen et al. 2012). Une fois la JM formée, les ROPs sont injectées dans le
cytoplasme de I’hote sous forme de vésicules qui fusionneront avec la MVP ou sous forme
de protéines solubles qui ciblent directement certaines voies de signalisation de la cellule
hote (cf 1.7.2.2 page 16). Ensuite, le parasite se propulse activement dans la cellule grace
aux forces exercées par son cytosquelette d’actino-myosine sous-cortical. Cette propulsion
induit une invagination de la membrane plasmique de I’hote qui forme la VP & laquelle
va s’associer certaines des ROPs secrétées puis les protéines GRAs rendant cette struc-
ture non-fusogénique pour les lysosomes de la cellule hote. La VP assure la protection
du parasite face aux mécanismes de défense de la cellule h6te mais posséde également un
role d’échange comme indiqué dans les parties 1.7.2.2 page 16 et 1.7.2.3 page 19. Aprés
I’entrée totale du tachyzoite, la JM se ferme et la fission entre la membrane plasmique de
I’hote et la MVP a lieu. Le parasite peut alors se répliquer par endodyogénies successives
(Figure 3 page 7). Aprés plusieurs cycles de réplication, le parasite sort activement de la
cellule hote en lysant la VP par la formation de pores suite a la sécrétion de la protéine
TgPLP1 (Perforin Like Protein 1) dans la MVP (Roiko et al. 2014). La sortie des parasites
induit obligatoirement la mort de la cellule hote. Ce processus de sortie peut étre induit
par différents stimuli tels que ’accumulation d’acide abscissique ou par le systéme immu-
nitaire de ’hote aprés induction des voies dépendantes des perforines ou des récepteurs
de mort cellulaire Fas/FasL qui provoquent des lésions dans la membrane plasmique de la
cellule hote (Nagamune et al. 2008; Persson et al. 2007).
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2 Immunité contre l'infection a T. gondii

L’infection par T. gondii conduit & la mise en place d’une réponse immunitaire robuste
de type Thl qui aboutit & I’élimination rapide du parasite pour des souches de faible
virulence. Cette réponse est complexe due a la multitude de types cellulaires infectés
et I’établissement d’une forme chronique de l'infection. Les réponses immunitaires innée
et adaptative déclenchées contre le parasite au niveau local et systémique permettent de
controler la dissémination parasitaire tout en établissant une immunité protectrice a long

terme face a une réinfection.

2.1 La réponse immunitaire innée contre T. gondii
2.1.1 Réponse immunitaire au site d’infection

Suite a 'ingestion de kystes ou d’oocystes par ’hdte, leur paroi est dégradée dans ’estomac
par l'action des enzymes digestives et de 'acidité gastrique permettant la libération des
bradyzoites ou des sporozoites. L’infection va alors débuter au niveau gastro-intestinal par
I'invasion des cellules épithéliales intestinales (ou entérocytes). Une réponse immunitaire
locale se met alors en place dans ’épithélium intestinal constituant la premiére barriére de
défense de I’hote (Figure 12 page 28) (Gregg et al. 2013). Les entérocytes limitent la répli-
cation du parasite en produisant des molécules toxiques comme le NO et en appauvrissant
le milieu en fer (Dimier et al. 1998; Miller et al. 2009). En paralléle, ces cellules sécrétent
des cytokines (IL-1B3, IL-6, IL-15, IL-17, IL-18 et TNF-a) et chimiokines (MCP-1, MIP-1a,
MIP-13, MIP-2) qui stimulent le recrutement des cellules immunitaires et leur activation
sur le lieu de l'infection (Figure 12 page 28) (Mennechet et al. 2002).

Par l'action des chimiokines CCL1 et MIP-2 (Macrophage Inflammatory Protein 2 ou
également appelée CXCL2), les neutrophiles sont les premiéres cellules recrutées au lieu de
I'infection (I. A. Khan et al. 2001; Ohtsuka et al. 2001; Rio et al. 2001). Les neutrophiles ont
la capacité de détruire les parasites soit directement par phagocytose soit via la production
de facteurs microbicides (NO, ROI,...) ou encore par la production de NETs (Neutrophil
Extracellular Traps) qui est un réseau de fibres extracellulaires piégeant les microorga-
nismes (Abdallah et al. 2011; Konishi et al. 1992; Miller et al. 2009). Cependant, ces cel-
lules peuvent étre également envahies par le parasite qui n’est alors pas éliminé. I’invasion
active des neutrophiles a été montrée comme favorisant la propagation du parasite dans
I'intestin gréle (Coombes et al. 2013). Les neutrophiles sécrétent de I'IL-12, de 'TFN-y et du
TNF-a pouvant initier la maturation des cellules dendritiques (DCs) immatures ainsi que
les chimiokines MIP-1a et MIP-1f3 (appelées CCL3 et CCL4 respectivement) contribuant

aux recrutements des DCs, monocytes, macrophages et lymphocytes (Figure 12 page 28)
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(Bliss et al. 1999; Sturge et al. 2013). Au cours de l'infection, la sécrétion de CCL3, CCL4
et CCL5 permet la migration rapide des DCs dans l'intestin (Cohen et al. 2015; Miller et al.
2009). Elles jouent un role clé dans Pactivation des réponses dépendantes de 'TFN-y grace
a la production d’IL-12 qui active les cellules NK (Natural Killer) et les LTs (Dupont et al.
2012). Le sensing de motifs parasitaires par les PRRs (Pattern Recognition Receptors)
est crucial pour activer la maturation des DCs, leur sécrétion d’IL-12 (cf 2.1.3 page 30) et
leur activité de présentation antigénique (cf 2.2 page 35) afin de mettre en place la réponse
immunitaire adaptative (cf 2.3 page 46). Les cellules NK recrutées au site de I'infection
par I'IL-15 et 'IL-18 participent a I’élimination du parasite par leur activité cytotoxique
(sécrétion de perforines-granzymes) et la sécrétion précoce d’IFN-y (French et al. 2006;
Gazzinelli et al. 1993; Schulthess et al. 2012). Elles produisent également du CCL3 qui
stimule la migration d’autres cellules immunitaires comme les monocytes inflammatoires
(Schulthess et al. 2012). Les monocytes inflammatoires GR-1" recrutés par les chimiokines
MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1 ou également appelée CCL2) et CCL3 ont
un roéle essentiel dans 'immunité mucosal en contrélant la multiplication parasitaire limi-
tant ainsi les dommages tissulaires et la dissémination rapide du parasite dans l'organisme
(Dunay et al. 2008, 2010; Mordue et al. 2003; Robben et al. 2005; Schulthess et al. 2012).
Les monocytes et les macrophages ont la faculté de sécréter de 'IL-12 et du TNF-a. Ils
peuvent également activer des mécanismes spécifiques anti-microbiens suite & leur activa-
tion par 'IFN-y sécrété par les cellules NK, les neutrophiles et les LTs (cf 2.1.2 page 29)
(Yarovinsky 2014). De plus, les monocytes/macrophages sont les cellules phagocytaires
les plus importantes pour I’élimination du parasite et participent & la réponse immunitaire
adaptative en tant que cellules présentatrices d’antigénes (CPA) pour les LTs (Figure 12
page suivante) (cf 2.2 page 35) (Buzoni-Gatel et al. 2006; Dunay et al. 2010). Pour finir, les
lymphocytes intra-épithéliaux (IELs) migrent en réponse a la sécrétion de CCL3 et CCL4
et agissent localement en présentant une activité cytotoxique contre les entérocytes infectés
(Luangsay et al. 2003). Ils ont également un role primordial de régulation de la réponse
inflammatoire. En effet, ils sécrétent les cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGF-
provoquant une diminution de la production d’IFN-v par les LTs CD4+ intestinaux, ce
qui protége le tissu intestinal d’une inflammation aigiie délétére (Figure 12 page suivante)
(Mennechet et al. 2004).

Le caractére migratoire des cellules immunitaires et leur infection pourraient stimuler
la dissémination rapide du parasite dans 'organisme. En effet, des études ont suggéré que
les DCs et monocytes pouvaient étre utilisés comme "cheval de Troie" en participant au
transport du parasite du site primaire de l'infection vers des organes distants tel que le
cerveau (Courret et al. 2006) (partie 3.2.3 page 55). En particulier, des cellules CD11b-+

infectées ont pu étre détéctées dans la circulation sanguine (Courret et al. 2006). De
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plus, le parasite se dissémine également de maniére extracellulaire dans les circulations
lymphatique et sanguine et une étude récente suggére que cette voie serait importante
pour 'entrée dans le systéme nerveux central. En effet, les auteurs ont démontré que les
tachyzoites se multiplient au sein des cellules endothéliales cérébrales des souris infectées
et la lyse de ces cellules permettrait le passage du parasite vers le parenchyme cérébral
(Konradt et al. 2016). Ces résultats suggérent donc 'existence de plusieurs mécanismes de

dissémination parasitaire agissant simultanément (Drewry et al. 2019).

T. gondii (bradyzoite or sporozoite)
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Figure 12 — Représentation schématique de ’importance des cellules immuni-
taires au site d’infection. Les entérocytes infectés sécrétent de 'oxyde nitrique (NO)
ainsi que de nombreuses cytokines et chimiokines permettant le recrutement des cellules
immunitaires. En plus des entérocytes, les neutrophiles aident au recrutement des DCs
et des macrophages qui sécrétent de I'IL-12 activant ainsi la production de 'IFN-y par
les LTs. Les lymphocytes intra-épithéliaux (IELs) régulent la réponse inflammatoire lo-
cale en sécrétant les cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGF-3. Les neutrophiles, LTs
CD4+, LTs CD8+ et les cellules Natural Killer (NK) sécrétent de 'IFN-y qui active des
mécanismes effecteurs (appelés "cell autonomous immunity") détruisant le parasite. Les
monocytes et DCs infectés ainsi que les parasites extracellulaires peuvent migrer par la
circulation sanguine pour coloniser les organes distants du site premier d’infection, tel que
le cerveau.
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2.1.2 Role de I'lIFN-y dans l'activité des cellules myéloides

L’TFN-y est une cytokine majeure dans la réponse immunitaire innée, requise pour la
résistance de I'hdte a l'infection. L’IFN-y active trois voies connues d’immunité cellu-
laire autonome induisant la clairance parasitaire dans les cellules myéloides tels que les
macrophages. Ces trois mécanismes sont liés a I’activation de protéines effectrices que sont
les enzymes IDO (Indoleamine 2,3-DiOxygenase), iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase)
et les protéines de la famille des IRGs et GBPs (Figure 13 page 31).

Les enzymes IDO et iNOS entrainent toutes les deux une inhibition de la réplication
du parasite en dégradant des nutriments qui y sont essentiels a la réplication parasitaire.
L’enzyme IDO dégrade le tryptophane alors que l’enzyme iNOS consomme ’arginine pour
synthétiser du NO (Figure 13 page 31) (Adams et al. 1990; Fox et al. 2004; I. A. Khan
et al. 1997; Pfefferkorn 1984; Pfefferkorn et al. 1986). T. gondii étant auxotrophe pour ces
deux acides aminés, leur diminution ou absence dans la cellule hote va induire 'arrét de
sa croissance. En outre, il a été montré que leffecteur TgGRA15 peut induire de maniére
indirecte une forte réduction de l’expression de ’enzyme IDO1 permettant au parasite
d’accéder librement au tryptophane disponible dans les cellules humaines in vitro (Bando
et al. 2018a). L’enzyme IDO1 est également une cible de leffecteur TgIST puisqu’en
inhibant le facteur de transcription STAT1, le parasite bloque la production d’'IDO1 et
favorise sa multiplication dans les cellules humaines in vitro (Bando et al. 2018b).

L’TFN-y induit également I'expression des IRGs et GBPs responsables de la destruction
de la VP dans de nombreux types cellulaires (Figure 13 page 31) (Saeij et al. 2017). Les
IRGs sont une large famille de protéines composée de 21 protéines chez la souris et de 2
protéines chez ’humain (Bekpen et al. 2005). A I'inverse des IRGs murines, I’expression
des IRGs humaines est indépendante de I'TFN-y (Niedelman et al. 2012). Les IRGs sont des
GTPases qui ont la faculté de s’associer aux membranes comme par exemple [rga6 avec la
membrane du RE et de 'appareil de Golgi. Aprés stimulation par 'IFN-y, de nombreuses
IRGs (Irgm2, Irgm3, Irga6, Irgb6 et Irgd) sont recrutées a la MVP et s’assemblent pour
induire la rupture de la MVP suivie de la dégradation des parasites par les autophago-
somes montrant ainsi 'importance des IRGs dans la résistance a l'infection (Butcher et al.
2005; Ling et al. 2006; Taylor 2007). Cependant, les souches de type I de T. gondii sécré-
tent des effecteurs (TgROP5 1)/ TgROP17/TgROP18/TgGRAT) qui, une fois assemblés en
complexes actifs, induisent la phosphorylation des IRGs empéchant leur accumulation &
la MVP (Etheridge et al. 2014). Les souches de type II présentent un polymorphisme au
sein de l'allele TgROP5, rendant cette protéine inactive. Ainsi le complexe parasitaire
TgROP511)/ TgROP17/TgROP18 /TgGRAT n’est pas assemblé & la MVP, ne perturbant
donc pas le recrutement des IRGs. Par ailleurs, I'expression de génes codant pour des

IRGs est dépendante du facteur de transcription STAT1 en présence d’IFN-y (Collazo
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et al. 2002). Toutes les souches clonales de T. gondii induisent la phosphorylation et la
translocation nucléaire de STAT1 mais inhibent son activité transcriptionnelle et donc la
transcription des ISGs (Rosowski et al. 2012; Schneider et al. 2013). Ce processus est médié
par l'effecteur parasitaire TgIST sécrété puis transloqué dans le noyau de la cellule hote.
Deux mécanismes d’inhibition de la transcription ont été proposés. Le premier favoriserait
un changement de I’environnement de la chromatine par le recrutement du complexe ré-
presseur Mi-2/NuRD par TgIST au niveau des promoteurs des génes dépendants de STAT1
(Olias et al. 2016). Le deuxiéme, quant & lui, s’orienterait vers une séquestration de p-
STAT1 médiée par TgIST au niveau du promoteur cible bloquant ainsi la transcription des
génes en aval (Gay et al. 2016). A l'inverse de TgIST, l'effecteur TgGRA15(qy) régulerait
positivement la transcription d’ISGs de maniére dépendante de NFxB et indépendante de
STAT1 (Rosowski et al. 2011, 2012).

Les protéines GBPs, au nombre de 13 chez la souris et de 7 chez ’humain, jouent
également un réle dans la réponse immunitaire médiée par 'IFN-y en coopération avec les
IRGs (Yarovinsky 2014). Les GBPs (1, 2, 3, 5 et 7) ont un role crucial dans le controle de
la réplication et la destruction du parasite et ce, de maniére dépendante de I'activation de
Irgh6 (Degrandi et al. 2012; Selleck et al. 2013; M. Yamamoto et al. 2012). 11 a également
été montré qu’aprés l'action des IRGs sur la MVP, la protéine GBP2 cible la membrane

du parasite et favorise sa destruction (Kravets et al. 2016).

2.1.3 Meécanismes de détection de T. gondii par les PRRs

2.1.3.1 Les PRRs Les PRRs sont des récepteurs cellulaires reconnaissant des mo-
tifs microbiens associés aux pathogénes nommés PAMPs (Pathogen Associated Molecular
Patterns). La signalisation liée aux PRRs influence de nombreux processus biologiques
comme la production de cytokines, la présentation antigénique, la survie cellulaire et les
réponses antimicrobiennes. Plusieurs catégories de PRRs sont définies en fonction de leur

localisation cellulaire et de la nature des motifs reconnus :

e les TLRs (Toll Like Receptors) localisés a la surface des cellules (TLR1, TLR2, TLRA4,
TLR5, TLR6) ou & la membrane des endosomes (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11
et TLR12) reconnaissent des composés microbiens exogénes et les acides nucléiques,

respectivement.

e les NLRs (NOD Like Receptors) localisés dans le cytosol reconnaissent des com-
posants bactériens (peptidoglycane), des ARN microbiens ainsi que des signaux de
dangers endogénes (efflux de potassium, rupture de la membrane des lysosomes ou

encore la présence de radicaux libres oxygénés).
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Figure 13 — Mécanismes effecteurs médiés par 'IFN-y permettant ’élimination
de T. gondii dans les cellules infectées (Yarovinsky 2014). L’IFN-y induit des effets
pléiotropes sur les cellules myéloides infectées entrainant une inhibition de la réplication
parasitaire par I'induction des enzymes IDO et iNOS. L’enzyme IDO appauvrit le milieu en
tryptophane alors que I’enzyme iNOS le prive de I'arginine, deux acides aminés essentiels
pour la croissance du parasite. De plus, iNOS génére du NO hautement toxique. L'TFN-y
induit également ’expression des protéines IRGs et GBPs responsables de la destruction
de la VP. Les parasites sont alors détruits dans le cytoplasme de la cellule hote.

e les RLRs (RIG-1 Like Receptors) localisés dans le cytosol reconnaissent des ARN

viraux.

e le capteur cGAS localisé dans le cytosol détecte de 'ADN double brin de ’hote et
des pathogénes ce qui permet d’activer les récepteurs STING présents a la membrane
du RE.

Les TLR2 et TLRA4 représentent les principaux TLRs de surface des mammiféres recon-
naissant les lipoprotéines et lipopolysaccharides dérivés de bactéries, virus, champignons
et parasites. Dans les macrophages murins, les TLR2 et TLR4 détectent les ancres GPI
(GlycosylPhosphatidylInositol) des protéines de surface du parasite, ce qui induit la pro-
duction de TNF-a (Figure 14 page 33) (Debierre-Grockiego et al. 2007). Cette activation
semble dépendante du type cellulaire puisque la production d’IL-12 n’est pas modifiée
dans les DCs spléniques issus de souris TLR27/- et TLR4/~ stimulées avec des antigénes de
tachyzoite solubles (STAg) (Scanga et al. 2002). Toutefois, il a été récemment démontré
que les adhésines de surface TgMIC1 et TgMIC4 stimulent la sécrétion d’I1-12 de fagon
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TLR2-dépendante dans les macrophages et les DCs dérivés de la moelle osseuse (BMDMs
et BMDCs), suggérant un role de ce TLR dans la reconnaissance de lectines présentes a la
surface des parasites (Sardinha-Silva et al. 2017). Les TLR11 et TLR12 jouent un réle ma-
jeur dans la sécrétion de I'IL-12 par les DCs et les pDCs suite a la détection de la profiline
parasitaire (TgPRF) et sont donc essentiels pour le déclenchement de la réponse IFN-y par
les LTs et les NK (Figure 14 page suivante) (Koblansky et al. 2013; Plattner et al. 2008;
Yarovinsky et al. 2005). Il est important de souligner que la reconnaissance de TgPRF
par les TLR11 et TLR12 ne s’effectue que chez les souris et non chez ’Homme, chez qui
les génes orthologues pour ces deux récepteurs ne sont pas fonctionnels. L’activation des
TLRs endosomaux, y compris des TLR11 et TLR12, est dépendante de 'homologue B1 de
I'UNC93 (I'adaptateur UNC93 B1), protéine résidente du RE qui médie la translocation
de ces TLRs du RE aux endosomes. Cet adapteur joue donc un role essentiel dans la
résistance a l'infection par T. gondii (Figure 14 page ci-contre) (Melo et al. 2010; Pifer
et al. 2010). Il est important de noter que contrairement aux TLR11 et TLR12, la triple
délétion des TLR3, TLR7 et TLRY chez la souris infectée par injection en i.p induit une
faible augmentation de la susceptibilité & 'infection, suggérant que la détection d’ARN et
d’ADN parasitaires ne joue pas un role prépondérant dans ce contexte d’infection (Andrade
et al. 2013). Cependant, les mécanismes de détection du parasite et leurs conséquences
sur la réponse immunitaire peuvent changer selon la voie d’infection. En effet, lors d’une
infection orale, et contrairement a une infection en i.p, les souris TLR2/-, TLR4/- ou
TLRY/- montrent une forte sensibilité a l'infection (Andrade et al. 2013; Benson et al.
2009; Debierre-Grockiego et al. 2007; Minns et al. 2006). L’absence de ces trois TLRs
est corrélée a un défaut de production d’'IFN-y par les LTs probablement causé par une
altération de 'activation des CPAs (Benson et al. 2009; Minns et al. 2006). De plus, les
dommages de la muqueuse intestinale induits par les parasites diminuent chez les souris
TLR4/- et chez les souris traitées avec des antibiotiques & large spectre, ce qui suggére que
la réponse immunitaire des muqueuses contre le parasite repose également sur la stimulation
indirecte des DCs par le microbiote intestinal (Heimesaat et al. 2007). Il est donc possi-
ble qu’en absence de TLR11 et TLR12 fonctionnels chez I'Homme, les TLRs endosomaux
jouent un role essentiel dans la détection du parasite (probablement aprés phagocytose de
parasites vivants (Subauste et al. 2000; Tosh et al. 2015)) et donc dans 1’établissement de
la réponse Thl.

Tous les TLRs reconnaissant des motifs parasitaires induisent ’activation de la pro-
téine adaptatrice MyD88 (Myeloid Differentiation primary response 88) qui active en aval
le facteur de transcription NFxB essentiel & la production de différentes cytokines pro-
inflammatoires comme 1'IL-12 et 'ITFN-a par les macrophages et les DCs (Hou et al. 2010;
Koblansky et al. 2013; Melo et al. 2010; Pifer et al. 2010; Plattner et al. 2008; Scanga et al.
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2002). Cependant, il a également été montré que la production de I'IL-12 par les DCs
CD8a+ n’était pas dépendante de la voie NFxB mais du facteur de transcription IRF8
(Interferon Regulatory Factor 8) (Figure 14) (C.-H. Liu et al. 2006; Raetz et al. 2013).
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Figure 14 — Les TLRs impliqués dans la reconnaissance de T. gondii et les
voies de signalisation induites (Yarovinsky 2014). Les TLRs endosomaux (TLR11
et TLR12) reconnaissent la profiline de T. gondii alors que le TLR7 et le TLR9 détectent
PARN et ’ADN parasitaire, respectivement. Ces TLRs sont stimulés de maniére dépen-
dante d’UNC93B1. Les TLRs de surface TLR2 et TLR4 sont impliqués dans la détec-
tion des ancres GPI des protéines de surface du parasite. Ces détections vont permettre
d’activer des voies dépendantes de MyD88 comme la voie NExB et le facteur de transcrip-
tion IRF8 permettant la production et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles
que I'IL-12 et 'IFN-a.

Par ailleurs, 'activation de l'inflammasome via les récepteurs NLRs est particuliére-
ment intéressante puisqu’elle aboutit a la sécrétion d’IL-13 et d’IL-18 mais également au
déclenchement d’une mort cellulaire programmée appelée pyroptose (Schlee et al. 2016).
Le récepteur NLRP1 a été montré comme particuliérement important dans I’expression des
interleukines IL-13, IL-12 et IL-18 lors de l'infection de monocytes humains par 7. gondi:
(Witola et al. 2010). Des expériences réalisées dans des macrophages et dans des souris
infectées ont montré que la prolifération du parasite est controlée aprés l'activation des
protéines NLRP1, NLRP3 (NLR family Pyrin domain containing) et la protéase caspase 1
ainsi que ASC (Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD domain) per-
mettant la production d’IL-13 et d’IL-18 sans induire la mort cellulaire (Chu et al. 2016;
Ewald et al. 2013; Gorfu et al. 2014; Gov et al. 2013). L’activation de I'inflammasome et

33



2. IMMUNITE CONTRE L'INFECTION A T. GONDII Introduction

la sécrétion de ces cytokines seraient sous la dépendance de I'activation des MAPKSs dans
les souris infectées par une souche de type I (S. Wang et al. 2016). De maniére importante,
la production d’IL-13 dépend de la souche utilisée et plus précisément de la sécrétion de
TgGRA15() qui active la voie NFxB requise pour la premiére étape de production des
pro-IL-1f et pro-IL-18 (Bando et al. 2018a; Gov et al. 2013). L’inflammasome joue donc
un role limité comparé au TLR11 mais en absence de ce dernier, les caspases 1 et 11
permettraient la production d’une réponse Thl efficace pour protéger ’héte du parasite
(Lopez-Yglesias et al. 2019).

2.1.3.2 T. gondii PAMPs et mécanismes de détection Il a été montré chez la
souris que les DCs spléniques voisines de DCs infectées produisent de grandes quantités
d’IL-12 par effet "bystander" suggérant que la protéine TgPRF serait internalisée par les
DCs dans des endolysosomes contenant les TLR11 et TLR12 (Christian et al. 2014; Pifer
et al. 2010). La détection de TgPRF pourrait donc étre due a l'internalisation de corps
apoptotiques ou de débris nécrotiques de cellules infectées mais aussi d’exosomes sécrétés
par les parasites. En effet, deux études indépendantes ont récemment démontré in vitro le
role des exosomes libérés par les tachyzoites de souches de type I et II dans la stimulation
de la production d’IL-12 et de TNF-o par les macrophages (Y. Li et al. 2018; Silva et al.
2018). De plus, l'injection d’exosomes provenant de cultures de cellules infectées par des
tachyzoites dans des souris est capable d’induire une réponse humorale anti-toxoplasmique
et une immunité & médiation cellulaire T CD8 suggérant que l'internalisation de ces exo-
somes contribue a la présentation d’antigénes par les molécules du CMH-I et CMH-IT (Y.
Li et al. 2018). Cependant, les processus moléculaires permettant la détection de composés
parasitaires contenus dans la VP ne sont pas encore élucidés. La possible stimulation des
PRRs cytosoliques nécessiterait une lyse partielle de la vacuole qui permettrait 1'export
d’acides nucléiques parasitaires vers le cytoplasme de la cellule hote. Bien que spéculatif,
il se pourrait que ce processus soit facilité par la dégradation de la MVP apres le re-
crutement des IRGs/GBPs dans le cas d’une infection par une souche de type II (cf 2.1.2
page 29) (Hakimi et al. 2017; Saeij et al. 2017). Cette hypothése est appuyée par une
étude démontrant que dans les cellules infectées par une souche de type II et stimulées &
I'IFN-vy, le recrutement des Irgml, Irgm3 et GBPs déclenche une rupture partielle de la
MVP (sans aboutir a ’élimination des parasites) et induit le recrutement de I'ubiquitine
et du séquestrosome p62 (ou SQSTM1) en association avec des protéines de l'autophagie
(ATG3, ATG5H, ATG7 et ATG16L1). L’accumulation de la protéine p62 a la MVP con-
tribue a la libération cytosolique d’antigénes de T. gondii pouvant activer les LTs CD8+
(Y. Lee et al. 2015). Par conséquent, les mécanismes de rupture de la VP spécifiques

de la souche pourraient entrainer des mécanismes de détection innée spécifiques. D’autre

34



Introduction 2. IMMUNITE CONTRE L’INFECTION A T. GONDII

part, des interactions fréquentes ont lieu entre le RE et les endosomes/lysosomes tardifs
ol résident les TLRs endosomaux et il a été récemment montré que la VP interagit avec
divers compartiments endosomaux (Romano et al. 2017). Par conséquent, des mécanismes
distincts des dommages de la MVP pourraient favoriser la libération de PAMPs provenant
de parasites vacuolaires dans les compartiments intracellulaires impliqués dans la détection
innée. En accord avec cette hypothése, une étude récente a démontré ’activation de la
voie cGAS/STING par TgGRA15. Cette activation dépendante de la protéine adaptatrice
TRAF régule la transcription de génes tels que Ifnb, Isg15 et 1112 (P. Wang et al. 2019).
Pour conclure, les différents mécanismes de détection de T. gondii par les PRRs pourraient
réguler de maniére différentielle la sécrétion de cytokines mais aussi impacter d’autres fonc-
tions importantes des CPAs comme leur activité de présentation antigénique modulant ainsi
I’établissement d’une réponse immunitaire adaptative efficace (Blander 2018; Iwasaki et al.
2010; Nair-Gupta et al. 2014).

2.2 La présentation antigénique
2.2.1 La présentation antigénique par le CMH-I et le CMH-II

Les mécanismes de présentation antigénique permettent la présentation d’antigénes im-
munogénes par des molécules du CMH & la surface de la cellule. Ce processus conduit a la
formation de la synapse immunologique qui permet ’activation des LTs, cellules essentielles
dans la protection contre I'infection par T. gondii. Les peptides endogénes sont présentés
par les molécules du CMH-I aux LTs CD8+ (cf 2.2.1.1) alors que les peptides exogénes
le sont par les molécules du CMH-IT aux LTs CD4+ (cf 2.2.1.2 page 37). Le CMH-I a
également la particularité de pouvoir appréter des peptides exogénes par le mécanisme de
présentation antigénique croisée (cf 2.2.1.3 page 37). Toutes les cellules nucléées ont la
capacité de présenter des antigénes endogénes par le CMH-I mais seules les CPA profes-
sionnelles telles que les DCs, macrophages et LBs peuvent appréter des peptides exogénes
sur les molécules du CMH-I et CMH-II. Chez 'humain, le CMH s’appelle HLA (Human

Leukocyte Antigen) alors que chez la souris, il se nomme H-2 (Histocompatibility-2).

2.2.1.1 La présentation antigénique par le CMH-|I Les molécules du CMH-I
sont composées d’une chaine lourde o (composée de trois domaines immunoglobulines ol,
02 et a3) ancrée a la membrane et associée & une chaine légére 32-microglobuline (32m)
(Wieczorek et al. 2017). Le polymorphisme de la chaine o assure la diversité d’antigénes
peptidiques présentés. Les génes codant la chaine o sont classiquement au nombre de trois
: A, B et C chez 'Homme et D, K et L chez la souris (HLA-B, HLA-C, HLA-A / H2-K,
H2-D et H2-L).
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Figure 15 — Mécanisme classique de présentation antigénique par la molécule
du CMH-I (Neefjes et al. 2011). Les antigénes sont dégradés par le protéasome pour
former des peptides qui sont transloqués dans la lumiére du RE via un transporteur TAP
puis les peptides sont chargés sur les molécules du CMH-I. Le complexe peptide/ CMH-I
est transporté via I’appareil de Golgi vers la membrane plasmique pour présenter ’antigéne
aux LTs CD8+.

Les molécules du CMH-I sont assemblées dans le RE & ’aide de plusieurs protéines.
Tout d’abord, la calnexine aide la chaine a a se replier et & s’associer avec la 32m puis la
calréticuline stabilise I’association entre les deux chaines afin d’accueillir de courts peptides
antigéniques compris entre 8 et 10 acides aminés au sein du sillon formé par les régions
ol et a2 (Peaper et al. 2008). L’association des protéines transmembranaires TAP1 et
TAP2 forme un canal appelé transporteur TAP (Transporters associated with Antigen
Processing) localisé a la membrane du RE qui sert de plateforme pour la formation du
complexe peptide/ CMH-I (Momburg et al. 1994). De plus, la tapasine se lie au transporteur
TAP avec le chaperon ERp57 pour maintenir le complexe préformé jusqu’au chargement du
peptide (Cresswell et al. 2005; Peaper et al. 2008). Le mécanisme classique de présentation
antigénique par la molécule du CMH-I débute par 'apprétement des antigénes suivi de
la translocation des peptides dans la lumiére du RE pour finir par le chargement de ces
derniers dans le sillon du CMH-I. L’apprétement des antigénes consiste en la dégradation
des protéines en petits peptides par le protéasome 26S, I'immunoprotéasome, les lysosomes
et les aminopeptidases du RE (ERAAP par exemple) (Figure 15) (Adiko et al. 2015;
Cascio 2001; Kloetzel 2004). Les peptides sont transloqués dans la lumiére du RE par
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le transporteur TAP et vont se fixer sur le sillon de la molécule du CMH-I (Figure 15
page précédente). Si le peptide se fixe dans le sillon avec une forte affinité, le complexe
peptide/CMH-I est stabilisé puis exporté jusqu’a la surface de la cellule pour permettre
I'induction ("priming") des LTs CD8+ (Figure 15 page ci-contre). Par contre, si le peptide
est long (supérieur a 10 acides aminés) ou ne se lie pas au sillon du CMH-I, le systéme
ERAD (ER-Associated Degradation) induit leur transfert du RE au cytosol afin qu’il soit

dégradé par le protéasome ou bien transféré une nouvelle fois dans le RE via TAP.

2.2.1.2 La présentation antigénique par le CMH-Il Les molécules du CMH-II
sont composées de deux chaines lourde o et B ancrées a la membrane (Wieczorek et al.
2017). Chaque chaine contient deux régions (al, a2, 31, 32). Les génes codant les chaines
o et B sont classiquement au nombre de trois chez ’humain, DP, DQ et DR (HLA-DP,
HLA-DQ, HLA-DR) et de deux chez la souris, A et E (H2-A (ou I-A) et H2-E (ou I-E)).
L’association des chaines o et 8 avec la chaine invariante (Ii ou CD74) dans le RE permet
I’assemblage de la molécule du CMH-II avec la fermeture du site de liaison (Mantegazza
et al. 2012). Le complexe Ii/CMH-II est alors transporté dans I'appareil de Golgi depuis
le RE ou en provenance de la membrane plasmique ot a lieu ’endocytose du complexe.
Dans le compartiment MIIC (MHC-II Compartment), la chaine Ii est dégradée par des
protéases et le peptide résultant nommé CLIP (Class II associated Ii Peptide) reste dans
le sillon jusqu’a ’échange avec un peptide (Figure 16 page suivante) (Neefjes et al. 2011).
Ce peptide exogéne provient d’une protéine dégradée dans la voie endosomale. L’échange
entre le peptide CLIP et le peptide antigénique est effectué a l'aide de la molécule HLA-
DM (pour 'humain) ou H2-DM (pour la souris). Le complexe peptide/ CMH-II formé est
ensuite transporté vers la membrane plasmique de la CPA permettant alors la présentation
du peptide aux LTs CD4+ (Figure 16 page suivante) (Neefjes et al. 2011).

2.2.1.3 La présentation antigénique croisée par le CMH-I Pour permettre la
présentation antigénique de peptides exogénes par les molécules du CMH-I, deux modéles
ont été décrits : la voie vacuolaire et la voie cytosolique (Embgenbroich et al. 2018; Joffre
et al. 2012; Segura et al. 2011). Quelque soit la voie utilisée, la premiére étape consiste
toujours en 'internalisation des antigénes exogénes par des processus d’endocytose tels que
la phagocytose, I'endocytose, la pinocytose ou la macropinocytose.

La voie "vacuolaire" correspond & la dégradation des protéines par des enzymes des com-
partiments endocytaires telle que la cathepsine S, permettant aux peptides d’étre chargés
sur les molécules du CMH-I directement dans I’endosome ou dans le phagosome et ceci
de maniére indépendante du transporteur TAP, du protéasome, du RE et du complexe
permettant le chargement du peptide sur le CMH-I (Figure 17 page 39) (Embgenbroich
et al. 2018; Joffre et al. 2012). L’apport des molécules du CMH-I au compartiment con-

37



2. IMMUNITE CONTRE L'INFECTION A T. GONDII Introduction

Exogenous CD4* Teell

protein

Earl
endosome

APC

Figure 16 — Mécanisme classique de présentation antigénique par la molécule du
CMH-II (Neefjes et al. 2011). Les chaines a et B de la molécule du CMH-II s’assemblent
dans le RE et forment un complexe avec la chaine invariante Ii. Le CMH-II est transporté
dans le compartiment MIIC dans I'appareil de Golgi depuis la membrane plasmique ou le
RE. Les protéines exogénes endocytées et la chaine Ii sont dégradées par des protéases.
Le peptide de la chaine Ii nommé CLIP reste dans le sillon du CMH-II jusqu’a I’échange
avec un peptide antigénique & ’aide du chaperon HLA-DM pour 'humain ou H2-DM pour
la souris. Le complexe peptide/CMH-II est transporté vers la membrane plasmique pour
présenter I'antigéne aux LTs CD4+-.

tenant les protéines exogénes dégradées se ferait par fusion avec des endosomes de la voie
de recyclage contenant des complexes peptide/ CMH-I. De plus, il est supposé que les pep-
tides pourraient étre échangés selon I'affinité avec le sillon peptidique du CMH-I (Pucchio
et al. 2008). Le complexe peptide/CMH-I formé est ensuite transporté vers la membrane
plasmique pour présenter le peptide aux LTs CD8+ (Figure 17 page ci-contre).

Dans la voie "cytosolique", les protéines internalisées au sein des compartiments endo-
cytiques sont transloquées vers le cytosol pour induire leur dégradation. Cette translocation
est dépendante de la machinerie ERAD puisque I'inhibition du canal de rétrotranslocation
Sec61 ou de l'enzyme AAA ATPase p97 empéchent la présentation antigénique croisée
(Ackerman et al. 2006; Zehner et al. 2015). Il a également été proposé que les protéines
pourraient étre exportées vers le cytosol par un mécanisme de fuite suite au recrutement de
gouttelettes lipidiques qui déstabiliseraient la membrane des phagosomes induisant ainsi
la sortie de protéines (Bougnéres et al. 2009). Cependant, une autre étude a montré que

des souris déficientes dans la biogenése des gouttelettes lipidiques ne présentent pas de
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Figure 17 — Mécanisme de présentation antigénique croisée par la molécule du
CMH-I (Joffre et al. 2012). Apreés phagocytose ou endocytose, les antigénes exogeénes
peuvent étre exportés dans le cytosol pour y étre dégradés (voie "cytosolique") ou bien
dégradés directement dans le compartiment endosomal (voie "vacuolaire"). La voie cy-
tosolique permet l'export des antigénes par le systéme de rétrotranslocation ERAD in-
duisant la dégradation des protéines par le protéasome. Ensuite les peptides sont trans-
portés et chargés sur les molécules du CMH-I dans le RE ou dans le phagosome par
le transporteur TAP. Ce mécanisme est possible dans le phagosome grace a la SNARE
Sec22B localisée dans le compartiment ERGIC qui interagit avec la syntaxine 4 sur les
phagosomes pour permettre le recrutement de composants du RE au phagosome tel que le
transporteur TAP. Les peptides sont chargés sur les molécules du CMH-I et le complexe
peptide/ CMH-I est transporté a la surface de la cellule. Dans la voie vacuolaire, le peptide
est chargé sur la molécule du CMH-I directement & l'intérieur du phagosome pour ensuite
présenter le complexe peptide/CMH-I aux LTs CD8+ a la surface de la cellule.

probléme majeur dans l'export des protéines vers le cytosol (Mantegazza et al. 2012).
Une fois 'antigéne dans le cytosol, il est dégradé par le protéasome puis deux possibi-
lités existent. Soit les peptides sont transportés dans le RE, soit ils sont redirigés vers
le phagosone/endosome par le transporteur TAP pour pouvoir étre chargés sur le CMH-I
(Figure 17) (Embgenbroich et al. 2018; Kovacsovics-Bankowski et al. 1995). La présence
de protéines du RE telle que TAP au niveau des phagosomes est expliquée par la fu-
sion du compartiment ERGIC (ER-Golgi Intermediate Compartment) avec le phagosome
via la protéine v-SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein
REceptor) Sec22b (Cebrian et al. 2011). En effet, Sec22b qui est localisée au niveau du

RE, est impliquée dans le transport vésiculaire antérograde du RE en fusionnant avec
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la t-SNARE synthaxine 4 présente au niveau du phagosome (Figure 17 page précédente).
L’inactivation de Sec22b dans les DCs entraine une diminution de la quantité des protéines
TAP2, tapasine et calréticuline recrutées dans les phagosomes suivi d’un défaut de présen-
tation antigénique via le CMH-I (Cebrian et al. 2011). La contribution des protéines du
RE et de la machinerie de présentation antigénique semble essentielle & la voie cytosolique
associée a la phagocytose puisqu’environ 20% de la membrane phagosomale est composée
de protéines résidentes du RE (Campbell-Valois et al. 2012). Au final, les peptides présents
dans le RE ou dans le phagosome sont chargés sur les molécules du CMH-I puis le complexe
peptide/CMH-I est transporté a la surface de la cellule pour étre présenté aux LTs CD8+
(Figure 17 page précédente).

Les DCs sont particuliérement efficaces dans le processus de présentation antigénique
croisée dii & une activité protéolytique faible et une acidification lente des endosomes ou
phagosomes qui permettent un apprétement efficace des antigénes exogénes comparé aux
macrophages (Delamarre et al. 2005; Joffre et al. 2012).

2.2.1.4 La formation de la synapse immunologique pour |'activation des LTs
L’interaction entre la CPA et le LT dans les organes lymphoides secondaires est essentielle

pour l'activation des L'Ts naifs. La zone de contact est appelée synapse immunologique.

Elle débute par 'interaction non spécifiques des CPAs et LTs par des molécules d’adhé-
rence comme par exemple la protéinee LFA-1 (Lymphocyte Functional Antigen-1) a la
membrane du LT qui se lie & ICAM-1 (InterCellulaire Adhesion Molecules-1 ou CD54) a la
surface de la CPA (Figure 18 page ci-contre) (Dustin 2014). Par la suite, activation des
LTs repose sur trois signaux (Dustin 2014). Le premier, correspond & la reconnaissance
du complexe peptide/CMH par le TCR (T Cell Receptor) et les molécules CD8 (Cluster
de Différenciation 8) ou CD4 se fixent & des régions conservées du CMH-I ou CMH-II,
respectivement (Figure 18 page suivante). Le second signal est caractérisé par la liaison
des récepteurs de co-stimulation (CD28, CD40L par exemple) & la surface des LTs aux
molécules CD80, CD86, CD40 sur les CPAs (Figure 18 page ci-contre). La stimulation de
CD28 prolonge et augmente ’activation des L'Ts en induisant la sécrétion d’IL-2 et prévient
I'induction de la tolérance. Le dernier signal, est la différenciation des LTs en fonction de
I’environnement cytokinique; par exemple, la sécrétion de I'IL-12 induit une différenciation
de type Thl (Figure 18 page suivante). Ainsi, la disponibilité de l’antigéne, I'expression
de molécules co-stimulatrices et la libération de cytokines sont des facteurs essentiels a

I’activation des LTs et a I’établissement de la réponse mémoire.
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Figure 18 — Schéma de la mise en place d’une synapse immunologique entre
une DC et un LT. Pour activer un LT, il est nécessaire que la CPA (comme la DC)
expose I'antigéne a sa surface et qu’une interaction s’effectue entre les deux cellules. Pour
cela, différents signaux sont requis. Le TCR reconnait le complexe peptide/CMH et les
molécules CD8 ou CD4 se fixent & la molécule de CMH-I ou CMH-II, respectivement.
De plus, des molécules de co-stimulation telles que CD40, CD80/86 présentes sur la DC
interagissent avec les molécules CD40L et CD28 respectivement, a la surface du LT. Ces
interactions sont stabilisées par les molécules d’adhésion comme ICAM-1 reconnaissant
LFA-1. Le dernier signal est la sécrétion d’IL-12 par la CPA pour la différenciation des
LTs.

2.2.2 Les antigenes spécifiques de T. gondii

A Theure actuelle, six antigénes de T. gondii ont été identifiés chez la souris dont cing

présentés par les molécules du CMH-I :

e L’épitope HF10 (HPGSVNEFDF) est dérivé de la protéine TgGRAG () ancrée a
la. MVP et est présenté par la molécule H-2L4 (Blanchard et al. 2008). La forte
immunodominance de ce peptide s’explique par son positionnement & I'extrémité C-
terminale de la protéine qui lui permet d’étre directement exposé vers le cytosol de la
cellule hote mais également par la sécrétion abondante de TeGRA6 durant I'infection
de la cellule hote (Feliu et al. 2013).

e Les épitopes IF9 (IPAAAGRFF) et SM9 (SPMNGGYYM) dérivant de TgROP7 et
TgGRAA4 respectivement, sont présentés par la molécule H-2L¢ (Frickel et al. 2008).

e L’épitope SVL8 (SVLAFRRL) est dérivé de TgdO57 (protéine parasitaire de fonction
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inconnue) et est présenté par la molécule H-2KP (D. C. Wilson et al. 2010).

e L’épitope YAL9 (YAVANYFFL) est dérivé de TeROP5 et est présenté par la molécule
H-2DP. Des expériences ont montré que ce peptide peut protéger efficacement de
I'infection lorsqu’il est localisé en C-terminal de la protéine TgGRAG (de maniére
similaire au positionnement de HF10) montrant ainsi I'importance du mode de sécré-

tion et de l'orientation de I’épitope pour induire une présentation antigénique efficace
(Grover et al. 2014).

e L’épitope AS15 (AVEIHRPVPGTAPPS) est dérivé de la protéine TgCD4Ag28m et
est présenté par la molécule H-2IAP. L’immunisation avec le peptide AS15 réduit
la charge parasitaire et le nombre de kystes dans le cerveau de souris infectées dé-

montrant le role des LTs CD4+ dans le controle de l'infection chronique cérébrale
(Grover et al. 2012).

2.2.3 La présentation antigénique dans le cadre de l'infection a T. gondii

2.2.3.1 La présentation par la molécule du CMH-I Les mécanismes permettant
la présentation d’antigénes de 7. gondii par le CMH-I sont essentiels pour induire les
réponses T CD8 protectrices controlant 'infection & T. gondii.

De maniére générale, les mécanismes de présentation antigénique des pathogénes con-
tenus dans une vacuole intracellulaire sont peu connus. Plus précisément les mécanismes
permettant ’export des protéines du pathogéne dans le cytoplasme de la cellule héte pour
accéder a la voie de présentation antigénique par le CMH-I ne sont que partiellement élu-
cidés (Blanchard et al. 2010; Gros et al. 2019). Les molécules du CMH-I peuvent présenter
des peptides antigéniques d’origine extracellulaire mais également ceux contenus dans un
phagosome ou une vacuole par le mécanisme de présentation croisée. Afin de comprendre
ces processus lors de 'infection & T. gondii, les études réalisées ont le plus souvent utilisé
des parasites transgéniques exprimant I’antigéne modéle OVA sécrété de maniére constitu-
tive sous forme soluble dans l'espace vacuolaire. Cependant, des études ont également été
menées sur les antigénes naturels de 7. gondii (Blanchard et al. 2008; Frickel et al. 2008;
Pepper et al. 2004; Salvioni et al. 2019; Schaeffer et al. 2009).

La présentation d’antigénes parasitaires par le CMH-I dépend du mode d’infection de
la cellule hote, du mode de sécrétion de I'antigéne ainsi que de sa localisation. En effet,
I’activation de la réponse médiée par les LTs CD8+ contre T. gondii ne peut avoir lieu
que si le tachyzoite vivant envahit activement les cellules (Dupont et al. 2014; Goldszmid
et al. 2009; Gubbels et al. 2005). Ainsi, la phagocytose de parasites morts ou opsonisés
n’induit pas la présentation des peptides antigéniques sur les molécules du CMH-I (Dupont

et al. 2014; Dzierszinski et al. 2007). Par ailleurs, il a été montré que antigéne devait étre
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sécrété dans la VP pour permettre une présentation antigénique efficace (Dupont et al.
2014; Gregg et al. 2011; Grover et al. 2014; Kwok et al. 2003). De plus, le clivage de
peptides localisés a la MVP et accessibles au cytosol de la cellule hote (tel que HF10 de
la protéine TgGRAG6) induit également une réponse protectrice. Néanmoins, une étude
suggére que la présentation antigénique croisée par les DCs non infectées mais voisines
("bystander") de DCs infectées joue également un roéle important dans I'induction de la
réponse T CD8 (John et al. 2009).

D’autre part, l'efficacité des réponses T CD8 spécifiques a T. gondii est modulée par le
mode de sécrétion des antigénes. En effet, il a été montré que la protéine TgROP5S sécrétée
de maniére transitoire au début de l'invasion induit une réponse T CDS8 faible et non
protectrice alors que TgeGRAG, considéré comme ’antigéne le plus immunogéne, est sécrétée
de maniére constitutive pendant la réplication parasitaire (Grover et al. 2014). Dans cette
étude, l'utilisation de parasites transgéniques a permis de montrer que I'adressage des
protéines TgROP5 aux GDs induit 'augmentation de la réponse T CDS8 spécifique et
inversement quand TgGRAG6 est adressée aux rhoptries, la réponse diminue (Grover et al.
2014). La sécrétion constitutive de I’antigéne, probablement corrélée a son abondance dans
le cytosol de ’hote, est donc déterminante pour I'immunogénicité du parasite qui ne serait
donc pas liée a la nature de 'antigéne et de ses épitopes. Comme précédemment mentionné,
le positionnement de 1’épitope est aussi essentiel. En effet, Pantigéne TgGRAG6 doit étre
localisé a la MVP et son épitope (positionné a I'extrémité C-terminale) doit étre exposé
du coté cytosolique pour une présentation efficace (Buaillon et al. 2017; Feliu et al. 2013;
Lopez et al. 2015). D’ailleurs, le remplacement de 1’épitope HF10 de TgGRAG par I’épitope
SM9 sous-dominant de TgGRA4 permet & SM9 d’étre fortement immunodominant (Feliu
et al. 2013).

Les antigénes sécrétés constitutivement peuvent étre localisés dans la lumiére de la
vacuole ou ancrés a la MVP, suggérant 'existence de mécanismes d’export différents.
L’apprétement et la présentation antigénique d’épitopes de la protéine OVA intravacuolaire
est dépendante du canal de translocation Sec61, du transporteur TAP et du protéasome
(Goldszmid et al. 2009; Gubbels et al. 2005). Les études menées ont suggéré que les
précurseurs antigéniques seraient exportés dans le cytosol via Sec61 pour étre dégradés
par le protéasome avant que les peptides soient importés par TAP dans le hRE pour
étre chargés sur la molécule du CMH-I (Figure 19 page suivante) (Goldszmid et al. 2009;
Gubbels et al. 2005). Ce processus implique le recrutement voire la fusion du hRE a la
MVP pour permettre le passage des antigénes directement dans la voie de présentation
antigénique par le CMH-I (Figure 19 page suivante) (Goldszmid et al. 2009). De plus, il a
été montré que des vésicules du compartiment ERGIC de I’héte fusionnent avec la VP via

un mécanisme dépendant de la protéine Sec22b favorisant le recrutement de composants
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Figure 19 — Modéles proposés pour l’accés des antigénes et la présentation
antigénique par le CMH-I de I’antigéne OVA sécrété dans la VP et TgGRAG6
localisée a la MVP lors de l'infection a T. gondii. Actuellement, quatre modéles
sont proposés pour ’accés des antigénes a la voie de présentation antigénique par le CMH-
I. Le premier (1) correspond a la fusion du hRE avec la VP permettant le passage de la
protéine OVA sécrétée par le parasite dans le hRE. La protéine serait alors exportée dans
le cytosol de la cellule hote via Sec61. Le deuxiéme (2) correspond a la fusion de la VP
& une vésicule ERGIC médiée par Sec22b contenant des composants du hRE permettant
ensuite 'export de la protéine OVA via Sec61 dans le cytosol. Le troisiéme (3) propose
un export de protéines parasitaires lors de la rupture partielle de la MVP par ’action des
IRGs. Enfin le quatriéme (4) soumet 'idée qu’une protéase clive la partie C-terminale
de TgGRAG localisée a la MVP permettant ainsi sa libération dans le cytosol. Pour ces
quatre modéles, la protéine exportée dans le cytosol est dégradée en peptides par le pro-
téasome puis les peptides sont transloqués dans le hRE pour étre chargés sur les molécules
du CMH-I. Enfin les complexes peptide/CMH-I sont transportés a la surface de la cellule
pour activer les LTs CD8+.

de la machinerie ERAD au niveau de la MVP pour la rétrotranslocation des antigénes dans
le cytosol de la cellule hote (Figure 19) (Cebrian et al. 2011). En absence de la protéine

Sec22b, la présentation antigénique croisée de peptides OVA est fortement altérée dans les
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DCs infectées in vitro (Cebrian et al. 2011). Une autre étude a montré que la VP interagit
avec des compartiments d’endocytose entrainant le recrutement de la GTPase Rab22a a la
VP lors de I'infection de DCs in vitro favorisant ainsi la présentation antigénique croisée des
antigénes dérivés du parasite (Figure 19 page précédente) (Cebrian et al. 2016). Rab22a
joue un roéle central dans le traffic endocytique du CMH-I expliquant la forte diminution
de la présentation antigénique dans les cellules déficientes en Rab22a (Cebrian et al. 2016;
Mayorga et al. 2018). La présentation antigénique de 1’épitope immunodominant HF10
de TgGRAG est également dépendante du protéasome, de 'aminopeptidase ERAAP (ER
Aminopeptidase associated with Antigen Processing) et du transporteur TAP (Blanchard
et al. 2008). Ceci indique que le précurseur du peptide HF10 est dégradé par le protéa-
some dans le cytosol de la cellule héte puis transloqué dans le hRE par TAP pour subir
l'apprétement par ERAAP (Figure 19 page ci-contre) (Blanchard et al. 2008). Ce proces-
sus ne requiére pas le recrutement de composants du hRE a la MVP médié par Sec22b
(Buaillon et al. 2017). Les auteurs de cette étude ont donc proposé I'idée qu'une protéase
cytosolique pourrait cliver directement le peptide antigénique de TeGRAG exposé a la sur-
face de la MVP (Figure 19 page précédente) (Buaillon et al. 2017). Pour conclure, 'accés
des antigénes au cytosol pourrait s’effectuer par différents processus selon la localisation
de 'antigéne. Les antigénes sécrétés dans la VP pourraient accéder au cytosol suite a la
fusion de composants du hRE a la MVP mais également par l'action des IRGs permet-
tant la rupture partielle de la MVP et I’échappement de protéines parasitaires. Pour les
antigénes membranaires, seule 'hypothése qu'une protéase clive une partie de la protéine

a la MVP existe (Figure 19 page ci-contre).

Pour finir, il reste & déterminer si la présentation antigénique par le CMH-I est modulée
pendant la phase chronique de I'infection par T. gondii. Récemment, il a été montré que la
présentation d’antigénes dérivés de tachyzoites sur les molécules du CMH-I par les neurones
est essentielle au controle, par les LTs CD8+, de la prolifération parasitaire dans le cerveau
(Salvioni et al. 2019). De maniére intéressante, les bradyzoites contenus dans les kystes
neuronaux ne semblent pas permettre la présentation d’antigénes. Il serait donc intéressant
de rechercher si des effecteurs parasitaires sécrétés par le bradyzoite pourraient interférer

avec les voies de présentation antigénique dans les cellules neuronales cibles.

2.2.3.2 La présentation par la molécule du CMH-II Lors de l'infection & T.
gondii, la réponse T CD4 est également induite mais peu de données sont disponibles sur
ce processus. Deux antigénes de T. gondii sont décrits comme induisant une réponse T CD4
protectrice, le peptide AS15 (dérivant de la protéine sécrétée TgCD4Ag28m) et un peptide
dérivant de TgPRF (une protéine du cytosquelette localisée dans le cytosol du parasite)

(Grover et al. 2012; Yarovinsky et al. 2006). L’immunogénécité de TgPRF a été montrée
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comme dépendante de sa reconnaissance par le TLR11 dans les DCs CD8a+ (Yarovinsky
et al. 2006). Le peptide AS15 est présenté par le CMH-II dans les DCs infectées par des
parasites vivants ou tués par la chaleur (Heat Killed, HK) suggérant que les antigénes
parasitaires ont accés aux compartiments de dégradation ol le peptide est chargé sur les
molécules du CMH-II (Goldszmid et al. 2009; Grover et al. 2012). Les mécanismes qui
pourraient assurer ’entrée de l'antigéne dans les compartiments endosomaux alors que
le parasite réside dans une vacuole sont encore indéterminés. Néanmoins, dans des DCs
déficientes pour la protéine ATG5, il a été constaté une diminution de 'activation des LTs
CD4+ producteur d’IL-2 et d’IFN-y aprés infection par une souche de type Il in vitro et
in vivo (H. K. Lee et al. 2010; E. Liu et al. 2015). Ce défaut d’activation des LTs CD4+ ne
s’accompagne pas de différences dans I'expression des molécules de co-stimulation CD40,
CD80, CD86 et du CMH-II, ni d'une altération de la production d’IL-12, d’IL-13 ou de
TNF-a, ce qui suggére qu’il pourrait étre 1ié & une diminution de la libération d’antigénes
dans la voie de présentation antigénique par le CMH-II, un processus qui semble donc
dépendant de la machinerie d’autophagie (H. K. Lee et al. 2010; E. Liu et al. 2015).

2.3 La réponse immunitaire adaptative

La réponse immunitaire adaptative se divise en deux parties : une réponse & médiation
cellulaire essentielle lors d’une infection par un pathogéne intracellulaire et une réponse a

médiation humorale permettant la production d’anticorps spécifiques contre ce pathogéne.

2.3.1 La réponse immunitaire adaptative a médiation cellulaire

Les lymphocytes sont les acteurs de la réponse immunitaire adaptative & médiation cellu-
laire protégeant ’héte a long terme. Les cellules, stimulées lors d’une primo-infection, ont
pour role de réagir rapidement lors d’une infection secondaire. Dans le cas d’une infection
a T. gondii, elles protégent & long terme contre la réactivation des kystes latents chez les
animaux infectés chroniquement. En effet, des études in vivo et in vitro de déplétions des
LTs CD4+, LTs CD8+ et/ou de I'IFN-y ont montré 'importance de ces trois composants
pour 'établissement d’une immunité protectrice contre le parasite (Gazzinelli et al. 1992).
Les LTs CD8+ et I'IFN-v sont considérés comme les principaux effecteurs de cette réponse
durant les phases aigiie et chronique de l'infection. Néanmoins, les LTs CD4+ jouent un
role synergique avec les LTs CD8+ pour empécher la réactivation de 'infection chronique
(Gazzinelli et al. 1991; Lutjen et al. 2006). Ce role des LTs CD4+ est illustré chez les
patients atteints du SIDA qui sont & risques pour le développement d’une toxoplasmose
cérébrale ou disséminée. En effet, il a été montré que le risque de réactivation des kystes
est particulierement élevé lorsque le nombre de LTs CD4+ se situe en dessous de 100

cellules/mm? (Pereira-Chioccola et al. 2009).
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2.3.1.1 Role des LTs CD8+ Les LTs CD8+ ont un réle majeur dans la réponse im-
munitaire protectrice en limitant la réactivation des kystes tissulaires de par leur sécrétion
d’TFN-y et leur activité cytotoxique (Brown et al. 1990; Suzuki et al. 1990a,b). En effet, le
transfert de LTs CD8+ provenant de souris immunisées & des souris naives montrent que
les LTs CD8+ protégent de U'infection aigiie (I. A. Khan et al. 1994). De plus, 'injection
de LTs CD8+ provenant de souris immunisées prévient de la réactivation de kystes latents
dans des souris infectées immunodéprimées (I. A. Khan et al. 1999). Cette réponse protec-
trice est également dépendante de la sécrétion de I'IL-12 par les DCs et les macrophages.
L’IL-12 joue un role essentiel dans la différenciation des LTs CD8+ effecteurs et la produc-
tion d’IFN-y lors de l'infection (Jordan et al. 2009; D. C. Wilson et al. 2008). En effet,
la production d’IFN-v est fortement réduite dans les souris infectées déficientes en IL-12
diminuant ainsi la protection contre le parasite, qui est rétablie lors de ’administration
d'IFN-y (Ely et al. 1999). De plus, des expériences de vaccination avec la souche CPS
(souche non virulente et non réplicative) ont montré que le développement de sous popula-
tions de LTs CD8+ effecteurs (mais pas des LTs CD8+ mémoires) au site d’infection et au
niveau de la rate est dépendant de I'IL-12 (Jordan et al. 2009; D. C. Wilson et al. 2008).
Ces populations lymphocytaires se caractérisent par ’expression des marqueurs CD62L
(marqueur d’activation des LTs) et KLRG1 (marqueur de différenciation des LTs en LTs
cytotoxiques LTc). La cytotoxicité des LTs CD8+ permet de lutter contre la dissémination
parasitaire méme si cet effet est moindre comparé a ’action de 'IFN-y qui active les fonc-
tions effectrices des monocytes et macrophages ou des cellules gliales et astrocytes dans le
cerveau (cf 2.1.2 page 29). In vitro, il a été montré que les LTc sécrétent des granules lysant
les macrophages infectées pour limiter la réplication parasitaire (Nakano et al. 2001). En
particulier, la perforine et le systéme Fas-FasL contribuent a 'activité cytotoxique des L'Ts
CD8+ (Jongert et al. 2010; Jordan et al. 2009). Cependant, cette activité dépendante de la
perforine ne joue pas un réle majeur lors de la phase aigiie de 'infection mais serait essen-
tielle au contrdle de la phase chronique (Denkers et al. 1997; X. Wang et al. 2004) puisque
des souris déficientes en perforine présentent un nombre plus élevé de kystes cérébraux.
De plus, le transfert de LTs CD8-+ spécifiques de T. gondii & des souris SCID infectées
chroniquement permet 1’élimination des kystes par ’activité cytotoxique dépendante de la
perforine (Denkers et al. 1997; Suzuki et al. 2010; Tiwari et al. 2019).

2.3.1.2 Role des LTs CD4+ Les LTs CD4+ sont divisés en deux populations: les

LTs régulateurs (LTreg) et les LTs auxiliaires ou LTh (LT helper) eux-mémes divisés en
sous-population LTh1, LTh2 et LTh17 (Zenewicz et al. 2009).
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Une réponse de type Thl est trés fortement induite lors de
I'infection & T. gondii par comparaison aux réponses Th2 et Th17. La différenciation des
LTs naifs en Thl est sous la dépendance de I'lL-12. Les LTh1 ainsi produits ont la capacité
de sécréter de I'IFN-vy et de 'IL-2 (Gazzinelli et al. 1991; Zenewicz et al. 2009). Comme
indiqué précédemment, I'IFN-v est la cytokine majeure impliquée dans la protection de
I’héte contre une infection aigiie et chronique. L’IL-2 contribue également & l'induction
de la réponse T CD8 et la sécrétion d’IFN-y sous jacente. En effet, des souris déficientes
en IL-2 meurent aprés une infection par une souche de type II dt & un défaut dans la
production d’TFN-y ne permettant pas le controle de U'infection (Villegas et al. 2002). Le
deuxiéme roéle attribué a I'IL-2 correspond a la régulation des LTreg. Il a été montré que
la diminution d’IL-2 entraine une diminution importante du nombre de LTreg induisant la
mort des souris infectées par une souche de type II dii & une hyper-inflammation tissulaire
(Oldenhove et al. 2009). Les LTh1 sont donc important pour la mise en place d’une réponse

T CD8 protectrice contre le parasite et régulatrice par les Treg.

Une réponse de type Th2 induit une action anti-inflammatoi-
re par la sécrétion de cytokines telles que 'IL-4, I'IL-5 et I'IL-10 par les LTh2 (Zenewicz
et al. 2009). L’IL-10 joue un role régulateur trés important lors de la toxoplasmose. En
effet, des souris infectées déficientes en IL-10 meurent de nécrose intestinale alors que
I'injection d’anticorps contre les LTs CD4+ ou I'ITFN-vy les protégent (Suzuki et al. 2000).
De fagon similaire, les cerveaux de souris infectées déficientes en I1L-10 montrent une forte
inflammation (E. H. Wilson et al. 2005). L’IL-10 sécrétée par les LTh2 limite la sécrétion
d’IFN-y mais également de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-12 et le TNF-o pro-
tégeant ainsi la souris d’une inflammation létale (Suzuki et al. 2000; E. H. Wilson et al.
2005). L’IL-4 présente un role similaire & I'IL-10 puisque la susceptibilité des souris en
phase aigiie de I'infection est plus importante lors d’une infection orale par des kystes dans
des souris déficientes en IL-4 (J. Alexander et al. 1998). En plus, d’une forte inflammation
tissulaire, ces souris présentent un nombre de kystes cérébraux plus important comparé
aux souris sauvages (Suzuki et al. 1996). Ceci suggeére donc un role de protection joué
par 'IL-4 contre un effet délétére de I'hyper-inflammation des tissus durant la phase aigiie
de l'infection mais également lors de la toxoplasmose chronique (J. Alexander et al. 1998;
Suzuki et al. 1996).

Les LTh17 produisent de I'IL-17, de I'IL-21 et de I'IL-22
(Zenewicz et al. 2009). Actuellement, le role des LTh17 dans l'infection parasitaire n’est
pas encore clair. En effet, une étude a montré que les souris déficientes en IL-17 sont
plus susceptibles & une infection orale dii & un défaut de migration des neutrophiles au

site d’infection (Kelly et al. 2004). Une autre étude indique que I'IL-17 aurait un role
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protecteur lors de l'infection aigiie en diminuant I'expression de la protéine parasitaire
TgHSP70 et la production d’IFN-v limitant ainsi le risque de lésions tissulaires et de
choc anaphylactique (Moroda et al. 2017). En revanche, une étude contradictoire montre
que 'absence d’IL-17 protége les souris infectées par voie orale en diminuant la réponse
inflammatoire (Guiton et al. 2010). Dans le contexte de la toxoplasmose oculaire, 1'TL-
17 serait également délétére et induirait la formation de lésions ophtalmiques suite & une
inflammation des tissus (Amadi-Obi et al. 2007; Gaddi et al. 2007; Sauer et al. 2012).
Concernant le réle de I'IL-22, deux études ont montré son importance dans la protection de
I'intestin contre la nécrose tissulaire déclenchée par I'inflammation au cours d’une infection
orale par des kystes (Couturier-Maillard et al. 2018; Ryffel et al. 2019).

La différenciation des LTreg est induite par la combinaison
de I'IL-6 et du TGF- (Zenewicz et al. 2009). Ces cellules sécrétent de I'IL-10 et du
TGF-3 et ont pour role d’inhiber I'action des autres LTs CD4+. Des études montrent
qu’'une infection par voie orale induit une diminution du nombre de LTreg au niveau de la
muqueuse intestinale et de la rate, qui pourrait donc entrainer une plus forte réponse Thl
et une inflammation locale (Oldenhove et al. 2009; Olguin et al. 2015; Tenorio et al. 2011).
Des données suggérent également que la diminution des LTreg pourrait étre impliquée dans

lavortement des souris provoqué par U'infection parasitaire (Ge et al. 2008).

2.3.2 La réponse immunitaire adaptative a médiation humorale

La réponse immunitaire & médiation humorale correspond a la production d'Igs (IgA, IgM,
IgE et IgG) spécifiques de T. gondii par les lymphocytes B (LB) tout au long de la vie de
I'individu (Figure 20 page suivante).

Cette réponse permet de dépister 'infection & T. gondii par la détection des Igs sériques.
Lors de la toxoplasmose, la réponse humorale est faible mais essentielle pour résister a
I'infection (Figure 20 page suivante). En effet, des souris pMT (déficiente en LBs) infec-
tées survivent a la phase aiglie mais meurent 3 & 4 semaines aprés l'infection due & une
prolifération incontrolée des tachyzoites et une augmentation du nombre de kystes dans le
cerveau, bien que la réponse IFN-y soit normale (Kang et al. 2000). Les LTs CD4+ par-
ticipent & la stimulation des réponses LBs et la production d’anticorps. Ainsi, des souris
infectées déficientes en LTs CD4-+ meurent 4 semaines aprés l'infection et présentent des
concentrations d’Igs plus faibles que les souris sauvages. La sensibilité de ces souris est
améliorée par le transfert d’anticorps anti-toxoplasmiques (Johnson et al. 2002). Les LBs
contribuent également a l’activation des LTs CD4+ produisant de 'TFN-y in vivo (Menard
et al. 2007). Ces études montrent que les Igs dirigés contre le parasite sont essentielles

pour la survie de la souris uniquement lors de la phase chronique de I'infection et qu’elles
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Figure 20 — Représentation de la cinétique de production des Igs anti-
toxoplasmiques aprés une primo-infection (Dard et al. 2016). La primo-infection
induit une réponse humorale avec la production de différents isotypes d’Igs. Les IgM et
IgA apparaissent durant la premiére semaine et atteignent un pic & environ 1 mois post-
infection avant de disparaitre progressivement. Les IgE sont produites précocement et
atteignent leur maximum 3 mois post-infection avant de disparaitre rapidement. Les IgG
sont produites tardivement mais sont détectables tout au long de la vie de I'individu.

contribuent au controle de la réplication parasitaire. De plus, des anticorps anti-ESA (Ex-
cretory /Secretory Antigens) de T. gondii induisent l'agglutination et la destruction des
parasites extracellulaires en participant aux voies du complément et de ’ADCC (Antibody-
Dependent Cell mediated Cytotoxicity) in vitro (Costa-Silva et al. 2008). De méme, les
IgM anti-toxoplasmiques ont la capacité de bloquer 'invasion cellulaire in vitro et peuvent

limiter la dissémination parasitaire in vivo (Couper et al. 2005).
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3 Cellules dendritiques et modulation par T. gondii

3.1 Les DCs

Les DCs ont été identifiées et caractérisées par Ralph Steinman et Zanvil Cohn en 1973
(Steinman et al. 1973). Leur nom est associé a leur particularité morphologique de possé-
der des prolongements cytoplasmiques équivalents a des dendrites (Steinman et al. 1973).
Dans les tissus de 'organisme ot elles résident, les DCs immatures exercent des fonctions
de sentinelles. En réponse a la capture d’antigénes, elles subissent un programme de
maturation impliquant la régulation de l'expresssion des molécules du CMH et de co-
stimulations & la surface des cellules. Elles deviennent alors des CPA professionnelles
activant les LTs naifs (Banchereau et al. 1998). Elles adoptent également un phénotype
migratoire dépendant de CCR7 et se déplacent du site de capture des antigénes vers les
zones riches en LTs des organes lymphoides secondaires. Elles sont donc a 'interface entre
I'immunité innée et adaptative d’ott leur importance dans la modulation de la réponse
immunitaire. Les DCs représentent une population cellulaire trés hétérogéne possédant
des fonctions diverses et résidant aussi bien dans le sang, les organes lymphoides et les
tissus non lymphoides (Merad et al. 2013; Satpathy et al. 2012). Classiquement, les DCs
existent sous forme de quatre sous-ensemble majeurs distincts sur le plan fonctionnel : les
DCs conventionnelles 1 et 2 (¢DCs), les DCs plasmacytoides (pDCs) et les DCs dérivant
des monocytes (moDCs) (Dalod et al. 2014; Satpathy et al. 2012). Les caractéristiques de
ces sous-ensembles de DCs sont résumées briévement dans la Table 4 (Dalod et al. 2014;

Ganguly et al. 2013; Merad et al. 2013; Swiecki et al. 2015).

DC subsets moDC cDC1 cDC2 pDC
DC type Induced by Lymphoid Lymphoid Lymphoid
inflammation resident (CD8a™) resident resident
or migratory
(CD103™)
Mouse CD11lct MHC-IIT CD1lect MHC-II* CD1llct MHC-IIT CD11cint MHC-ITint
markers CD11b* Ly6Chi/le CD11b CD8x" CDI11b* CD8x B220* PDCA1™
CD64 " (or CD103") CD24t CDI172at SiglecH" Lyc6C*
XCR1" CLEC9A*T CD205
CD205*
Mediators TNF/iNOS/ROI IL-12/TFN-)A IL-12/TNF-o/IL-6 ~ IFN-I/IFN-II1/1L-12
produced TNF-o/IL-6
Antigen Present  peptide Present and cross- Present peptide by Present and cross-
presentation by MHC-II present peptide MHC-II present peptide

TABLE 4 — Résumé des caractéristiques des sous-populations majeures de DCs.
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3.2 Modulation de I'activité des DCs par T. gondii

Actuellement, les mécanismes de modulation des réponses de I’hdte par les effecteurs para-
sitaires ont été principalement étudiés dans les fibroblastes et les macrophages mais peu
d’informations sont connues sur la modulation des fonctions des DCs par T. gondii (Hakimi
et al. 2017). Pourtant, les interactions entre ces cellules et le parasite peuvent avoir un
impact important sur leurs fonctions immuno-régulatrices et sur leur capacité a présenter
des antigénes et donc sur la mise en place d’une réponse T spécifique et efficace contre
Iinfection. Récemment, les docteurs Nicolas Blanchard, Sabrina Marion et moi-méme
avons écrit et publié une revue répertoriant les connaissances sur les interactions DCs/ T.
gondii. Cette revue vise également & mettre en lumiére certaines questions encore non
explorées (cf Annexe) (Poncet et al. 2019). Dans ce chapitre, la modulation de l'activité
des DCs par T. gondii sera présentée en détail pour leur activité de présentation antigénique
et de migration ainsi que pour leur processus de maturation. Les connaissances relatives
aux autres aspects de l'interaction DC/T. gondii sont également résumées a la fin de ce

chapitre dans un shéma (Figure 23 page 58).

3.2.1 Modulation de la maturation des DCs par T. gondii

Des résultats contrastés ont été obtenus sur la modulation de I'expression de molécules de
co-stimulation suite & 'infection par T. gondii in vitro. L’infection par une souche de type
I conduit a l'activation des DCs humaines en augmentant 1’expression de CD40, CD80,
CD86 et HLA-DR (Séguin et al. 1999; Subauste et al. 2000). En revanche, les BMDCs
murines immatures sont activées aprés une exposition a des parasites HK ou des STAg
mais pas aprés 'invasion par une souche de type I (McKee et al. 2004). In vivo, Tait et
al. ont montré que 'infection de souris par une souche de type I est corrélée avec une
diminution du nombre de DCs dans le PEC et les ganglions lymphatiques par rapport
4 une infection par une souche de type II ce qui induit une diminution de l'activation
des LTs CD8+ (Figure 22 page 57) (Tait et al. 2010). Ce phénomeéne pourrait étre le
résultat d’une mort cellulaire déclenchée par le parasite de type I ou d’une diminution du
recrutement des DCs suite & une réponse cytokinique altérée. Ce résultat suggére donc
que la virulence plus importante des souches de type I comparée a celle des souches de
type II chez la souris pourrait étre liée & un meilleur contréle des souches de type II par
les DCs murines. Supportant cette hypothése, une infection systémique par une souche
de type II chez la souris entraine une augmentation de I’expression des molécules CD40,
CD80, CD86 et CMH-II et une production élevée d’IL-12 par les DCs spléniques CDS8o-
et CD8a+ (Figure 22 page 57) (Straw et al. 2003). De plus, les interactions CD40/CD154

ont été montrées comme essentielles pour le maintien de I'activation des DCs spléniques
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au cours de U'infection (Straw et al. 2003). En accord avec ce résultat, la quantité de CD40
augmente dans les cDCls aprés injection de STAg chez la souris (Schulz et al. 2000). Par
conséquent, la modulation de la maturation des DCs dépendante de la souche parasitaire
semble un parameétre important pour la modulation des réponses LTs spécifiques et donc

pour déterminer 'issue de I'infection chez la souris (Figure 22 page 57).

3.2.2 Modulation de la présentation antigénique lors de l'infection a T.
gondii

3.2.2.1 Modulation de la présentation antigénique par le CMH-1 Deux méca-
nismes liés aux effecteurs parasitaires ont été montrés comme contribuant & la modulation
de la présentation antigénique par le CMH-I. Cependant trés peu d’études ont adressé cet
aspect de I'infection si bien qu’aucun mécanisme de ciblage direct de la voie de présentation

du CMH-I n’a été mis en évidence jusqu’a maintenant.

L’effecteur parasitaire TSROP18 1) sécrété dans la cellule hote lors du processus d’inva-
sion joue un roéle crucial dans la virulence du parasite. En effet, des parasites déficients
en TgROP18 sont avirulents chez la souris. Il a ét¢ montré que TgROP18yy est capable
d’induire la dégradation du facteur de transcription ATF6(3, impliqué dans I'induction de
la réponse UPR (cf Chapitre 4 page 60) (Figure 21 page suivante) (M. Yamamoto et al.
2011). Or, les DCs isolées de souris déficientes pour le géne Atf6f montrent une capacité
réduite a restimuler des LTs CD8+ isolés de souris sauvages infectées (mais pas les LTs
CD4+), suggérant une fonction encore inconnue d’ATF6(3 dans la présentation antigénique
par le CMH-I. Cependant, les populations de LTs CD4+ et L'Ts CD8+ produisent une plus
forte quantité d’IFN-y chez les souris infectées par une souche déficiente en TgROP18y
comparé & une souche sauvage suggérant I'implication de TgROP181) dans d’autres mé-
canismes modulant la réponse Thl (M. Yamamoto et al. 2011). Par conséquent, des études
complémentaires seraient nécessaires pour comprendre précisément 'impact de TgROP18
et le role précis d’ATF63 dans la régulation de la voie de présentation antigénique par
le CMH-I (Figure 21 page suivante). Comme discuté dans la partie 2.2.3.1 page 42, la
localisation des antigénes parasitaires au sein de la VP est essentielle pour induire une
présentation antigénique efficace par le CMH-I. Il a été constaté qu’en absence de I'IVN, la
protéine TgGRAG est localisée en plus grande quantité a la MVP entrainant une présen-
tation accrue de antigéne HF10 par le CMH-I ce qui améliore la réponse T CD8 (Lopez
et al. 2015). Cette étude montre donc que des structures parasitaires peuvent réguler des
phénomeénes immunologiques en piégeant des antigénes au sein de la vacuole et en diminu-
ant leur exposition vers le cytosol de la cellule hote (Figure 21 page suivante) (Lopez et al.
2015).
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Figure 21 — Modulation de la présentation antigénique par le parasite (Pon-
cet et al. 2019). TgROP18() diminue fortement l'activation des LTs CD8+ par un
mécanisme inconnu pouvant étre lié a la phosphorylation et la dégradation d’ATF6(3 par
TgROP18(1). L'IVN réduit la localisation de TgGRA6 a la MVP impactant I'accés du
fragment C-terminal dans le cytosol de la cellule héte ce qui réduit la présentation du
peptide antigénique HF10 de TgGRA6 par le CMH-I. L’infection par T. gondii réprime
I'expression de la molécule H2-DM et induit I’accumulation de la protéine CD74/Ii dans
le RE. Ainsi la présentation antigénique par le CMH-II est compromise ce qui empéche
I’activation des LTs CD4+.

3.2.2.2 Modulation de la présentation antigénique par le CMH-Il Des mé-
canismes d’inhibition de la présentation antigénique par les molécules du CMH-II ont été
caractérisés dans les DCs naives ou pré-stimulées par 'IFN-y. D’une part, il a été montré
que le parasite induit 'accumulation de CD74 (ou Ii) dans le RE des cellules infectées et
réduit la transcription du géne codant pour la protéine H2-DM (essentielle au chargement
de lantigéne sur la molécule du CMH-II) par des mécanismes encore inconnus. Ces ef-
fets combinés entrainent une inhibition de la présentation d’antigénes parasitaires par le
CMH-II (Figure 21) (Leroux et al. 2015). L’accumulation de CD74, qui est induite par des
souches de types I et II, nécessite une invasion active des DCs par des parasites vivants
(mais pas leur réplication) suggérant que ce processus est régulé par des effecteurs para-
sitaires sécrétés au sein de la cellule hote (Leroux et al. 2015). Ce phénomeéne a été observé

dans les ¢cDC1s mais également dans les macrophages isolés des ganglions lymphatiques de
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souris infectées (Lang et al. 2006; Liider et al. 2003). D’autre part, l'infection & T. gondii
est connue pour empécher 'augmentation de la quantité de molécules CMH-II induites
aprés stimulation par 'IFN-v et ceci dans les DCs et les macrophages. Ce phénoméne est
di a la capacité du parasite a bloquer I'activité du facteur de transcription STAT1 par un
remodelage de la chromatine au locus CIITA du transactivateur de classe II (S.-K. Kim
et al. 2007; Lang et al. 2012). TgIST, qui réprime l'expression de génes dépendants de
STAT1, est donc un candidat potentiel & la répression de I'expression des molécules du
CMH-II (Gay et al. 2016; Olias et al. 2016). En inhibant '’augmentation de la quantité
de CMH-II & la surface des DCs infectées, le parasite altére 'activation des LTs CD4+
in vivo limitant ainsi le contrdle de l'infection (Figure 21 page précédente) (McKee et al.
2004). En effet, des souris déficientes en CD74 et H2-DM ne parviennent pas a controler
Iinfection par des souches de type II et présentent un nombre élevé de kystes cérébraux
(Leroux et al. 2015). Ce résultat montre donc I'importance de la présentation antigénique
par le CMH-II au cours de I'établissement de la toxoplasmose chronique. Par ailleurs, des
DCs déficientes pour la protéine ATG5 montrent une diminution de 'activation des LTs
CD4+ et de la production d’IFN-y aprés infection par une souche de type II suggérant que
I’autophagie pourrait stimuler la délivrance d’antigénes présentés par la voie du CMH-II
(H. K. Lee et al. 2010; Q. Liu et al. 2015).

3.2.3 Modulation des fonctions des DCs migratoires par T. gondii

Des expériences pionniéres ont suggéré que les DCs et les monocytes participent au trans-
port du parasite a partir du site primaire d’infection et sont utilisés comme "cheval de
Troie" afin de stimuler la dissémination du parasite vers des organes distants (Courret
et al. 2006). En effet, des BMDCs infectées par une souche de type I présentent une capa-
cité accrue de dissémination dans la souris par rapport a des tachyzoites libres (Lambert
et al. 2006). En revanche, la phagocytose de parasites HK ou l'incubation d’une frac-
tion sécrétée du parasite n’améliore pas la migration des DCs in vitro suggérant ainsi une
modulation de la signalisation de la cellule héte par des effecteurs parasitaires sécrétés
(Lambert et al. 2006, 2009). De plus, les DCs infectées par une souche de type II migrent
sur des distances beaucoup plus longues que des DCs infectées par une souche de type |
dans une matrice 3D, suggérant un mécanisme dépendant de la souche (Kanatani et al.
2015). De maniére intéressante, I'infection de monocytes, NK, LBs et LTs n’induit pas
ce phénotype d’hypermigration (Lambert et al. 2011). Ces résultats indiquent donc une
modulation spécifique des DCs par le parasite via des mécanismes de régulation partielle-
ment découverts (Bhandage et al. 2019). En effet, in vitro, il a été montré que 'infection
des BMDCs par une souche de type I ou par une souche de type II induit la sécrétion de
GABA (Gamma-AminoButyric Acid). L’activation des récepteurs au GABA, active la
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migration chimiotactique (dépendant de CCR7) des BMDCs (Fuks et al. 2012; Kanatani
et al. 2017). Le calcium joue également un role central dans l'activation de la migration
puisque la transduction du signal suite a l'activation GABAergic est médiée par le canal
calcique Cav1.3 dépendant du voltage de type L (Kanatani et al. 2017). Plus récemment, le
laboratoire du docteur Barragan a identifié un axe de signalisation TIMP-1-CD63-1TGB1-
FAK détourné par le parasite et participant & I'induction d’une migration rapide de type
amiboide des BMDCs infectées (Olafsson et al. 2018). Par ailleurs, 'induction de la mi-
gration chimiotactique des DCs infectées par des parasites de type II est précédée par des
changements morphologiques. En effet, les cellules subissent un remodelage de leur cy-
tosquelette d’actine accompagné de la dissolution des podosomes et d’une redistribution
des intégrines CD18 et CD11c (Weidner et al. 2013). Ces premiers changements sont quant
a eux indépendants de la signalisation GABAergique et de CCR7 (Kanatani et al. 2015).
Néanmoins, les effecteurs parasitaires stimulant la capacité migratoire des DCs ne sont pas
encore caractérisés. TeGRADS, sécrétée et insérée dans la MVP au cours de la réplication, a
été identifiée comme un facteur stimulant la migration des DCs humaines in vitro (Persat
et al. 2012). Dans cette étude, les auteurs ont identifié un peptide hydrophile dérivé de la
région N-terminale de TeGRA5 1y qui, aprés internalisation par micropinocytose, déclenche
Iexpression de CCRY7 et stimule la migration des DCs via une signalisation dépendante de
JNK (Persat et al. 2012). En plus de TgGRAS, la protéine Tgl4-3-3, située dans l'espace
vacuolaire, induit une hypermotilité des DCs in vitro et une augmentation du chimiotac-
tisme par un mécanisme encore inconnu pouvant impliquer la séquestration de la protéine
14-3-3 de la cellule hote au niveau de la MVP (Weidner et al. 2016). Ainsi, il est probable
qu’un effet synergique de plusieurs effecteurs parasitaires contribue a la modulation des
voies de signalisation et aux réponses transcriptionnelles modulant la migration des DCs

aprés infection par T. gondii.
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3.2.4 Réponses des DCs a l'infection et effecteurs parasitaires: Résumé

Ce schéma (Figure 23 page suivante) résume d’une part les voies de signalisation induites
dans les DCs lors de 'infection (ou celles qui pourraient I’étre) suite a différents mécanismes
de détection des motifs microbiens ("innate sensing": détaillé dans la partie 2.1.3 page 30)
lors de la phagocytose ou de 'invasion active de parasites de type I ou de type II. D’autre
part, ce schéma illustre la modulation, démontrée ou probable, de certaines voies induites
dans les DCs infectées par les effecteurs parasitaires sécrétés.

La modulation des voies de signalisation dans les DCs infectées sont distinctes selon la
stimulation de la cellule. En effet, les DCs peuvent endocyter ou capter des débris/protéines
parasitaires mais également phagocyter des parasites ou encore étre envahies activement
par des parasites de type I ou de type II. L’internalisation de débris parasitaire, de STAg,
de protéines (TgPRF) ou d’exosomes contenant du matériel parasitaire active les TLR11 et
TLR12 qui induisent la production d’IL-12 médiée par le facteur de transcription IRF8 de
maniére dépendante de la voie MyD88 (Figure A 23 page suivante) (Koblansky et al. 2013;
Melo et al. 2010; Pifer et al. 2010; Plattner et al. 2008; Raetz et al. 2013; Yarovinsky et al.
2005). La phagocytose de parasites vivants ou morts résulte en l'activation des TLR11 et
TLR12 jouant un réle majeur dans le déclenchement des réponses cytokiniques. Cependant
d’autres TLRs endosomaux comme les TLR3, TLR7, TLRS8 et TLR9 peuvent aussi stimuler
cette réponse aprés fusion avec le phagosome (Tosh et al. 2015). La destruction partielle

de la membrane du phagosome pourrait permettre la libération ’ADN/ARN parasitaire

o7



3. CELLULES DENDRITIQUES ET MODULATION PAR T. GONDII  Introduction

a Endocytosis b Phagocytosis

T. gondii debris,
TgPRF, STAg () Exosomes

T. gondii

)

& TLRs sensing (o Fusion Lysosome
Late endosome * UNC93b1 {

Phagosome
dependent Phagolysosome

TLR11/TLR12 RNA, DNA
Cytosolic TLR11, 12 (mice)
= TLR 3,7,8,9?
MyD88 dependent sensing? /
Endosomal pathway
PRRs sensing ')l \L
IFN-1 ?
m lni2 Inflammatory cytokines
E 5 /ANV /NN \%m>
¢ Active invasion with type | d Active invasion with type Il
Type | T. gondii Type Il T. gondii
TLRs sensing TLRs sensing

?
RIG1/MAVS? SEESIING RIG1/MAVS? _ CcGAS/STING?
O
£ il
e y W19  RNA DNA
<@ !> | sensing?
[

TgROP5/17/18 p-ATFEB

Sy IRGs damage
iTgROPlS ? =
Proteosomal TgROP18
TgIST ? > degradation Inflammasome?

p-STAT1 TqlST ?
ReAlEel 1sG15 | TgGRA15

/
QU; IRGs, ISGs &R %m& + ,is @faﬂynﬁ%
AV ANV /AN /AN ‘ﬁ\

Legend: MHC-I MHC-II

O 7. gondii ROP protein CD80/86 v H G.-ﬁ 5

@ T. gondii GRA protein fi oo

Mitochondria

Endoplasmic reticulum

Figure 23 — Mécanismes de modulation des voies de signalisation dans les DCs
infectées par T. gondii (Poncet et al. 2019).

détecté par les PRRs cytosoliques induisant la production d’IFN-I (Pauwels et al. 2017)
(Figure B 23). Les parasites de type I envahissent activement les DCs et sont reconnus par
les TLRs de fagon dépendante de la voie MyD88. Les capteurs RIG-I et STING localisés
au niveau de la mitochondrie et du hRE respectivement pourraient également étre activés

suite au recrutement actif de ces organites a la VP (Figure C 23) (Schlee et al. 2016).
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De plus, les effecteurs TgROP5(p)/TgROP17/TgROP18 bloquent l'association des IRGs
a la VP empéchant ainsi sa lyse et la dégradation des parasites (Etheridge et al. 2014).
TgROP18(y) induit aussi la phosphorylation et la dégradation d’ATF6(3 diminuant ainsi
l'activation des LTs CD8+ (Figure C 23 page précédente) (M. Yamamoto et al. 2011). La
reconnaissance des parasites de type II dépend également de la voie MyDS88 activée par
les TLRs. De plus, des mécanismes distincts propres aux parasites de type II peuvent étre
induits aprés destruction partielle de la VP. Aprés stimulation par 'IFN-v, la destruction
de la VP et I’échappement des antigénes parasitaires sont médiés par les protéines de
I’autophagie et les IRGs recrutées a la MVP ce qui pourraient permettre 'activation de
PRRs cytosoliques (Figure D 23 page ci-contre) (Y. Lee et al. 2015). L’expression de
certains ISGs pourraient étre également induite par TgGRA15(1) comme démontré dans
des fibroblastes infectés (Rosowski et al. 2011). De plus, la protéine ISG15 (molécule pro-
inflammatoire stimulée par les IFN-I) stimule le recrutement des cDCls au site d’infection
et induit la production d’IL-13 (Figure D 23 page précédente) (Napolitano et al. 2018).
Cependant, une potentielle implication de I'inflammasome dans la sécrétion de I'IL-13
n’a pas été étudiée dans les DCs. L’infection par une souche de type II induit aussi la
phosphorylation de STAT1 et donc 'expression des IRGs/GBPs qui pourrait étre réduite
par Ueffecteur parasitaire TgIST exprimé par les souches de type I et de type II (Figure
D 23 page ci-contre) (Schneider et al. 2013).
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4 Signalisation et roles de la réponse UPR

Le RE est le lieu de la synthése, du repliement et de ’assemblage des protéines. Elles y
subissent un controle qualité qui permettra leur bon acheminement vers I’appareil de Golgi
ou bien leur dégradation via le systéme ERAD pour les protéines non conformes (Sitia
et al. 2003). Le repliement des protéines nécessite des protéines résidentes du RE appelées
chaperons (BiP, GRP94) (Hetz et al. 2015; Wickner et al. 1999). Elles interagissent avec
les protéines pour les protéger des erreurs de repliement et éviter leur accumulation dans le
RE. Etant donné qu'une cellule traduit jusqu’a 4.10° protéines par minute, le controle de
I'homeéostasie du repliement des protéines (ou protéostase) est essentiel (Princiotta et al.
2003). Une perturbation de la protéostase a été observée dans de nombreuses pathologies
telles que les maladies neurologiques (Parkinson, Alzheimer), endocrinologiques (diabéte de
type II) ou bien inflammatoires (maladie de Crohn) induisant un stress du RE délétére (M.
Wang et al. 2016). Les situations conduisant a un dysfonctionnement et un stress du RE
peuvent étre dues & ’accumulation de protéines mal repliées, une carence en nutriments
ou bien linfection par un pathogéne, provoquant alors le déclenchement d’une réponse
cytoprotectrice appelée réponse UPR (Figure 24) (Walter et al. 2011). Cette réponse, par
I’activation de plusieurs voies de signalisation, a pour but de restaurer ’homéostasie du
RE ou bien d’induire la mort cellulaire si le stress est prolongé (Figure 24). La réponse
UPR est également impliquée dans la régulation des réponses immunitaires (Figure 24)
(Grootjans et al. 2016; Ron et al. 2007; Smith 2018; M. Wang et al. 2016).

Cell Stress PATHOGENS — Tissue Damage

Calcium disruption @
Increased protein synthesis Qﬁ

Oxidative stress (ROS, NO) APPROPRIATE
Nutrient deprivation PRRS bnd cytokmes ‘ IMMUNE
Misfolding proteins E I RESPONSE

%

— UPR

!

HOMEOQSTASIS 4= APOPTOSIS

Figure 24 — Schéma résumant ’activation et le role de la réponse UPR (adapté
de (Smith 2018)). La réponse UPR est activée suite & un stress du RE. Ce stress
peut résulter de différents processus tels qu'une accumulation de protéines mal repliées, un
stress oxidatif, une carence en nutriments, ... qui peuvent étre induits pendant I'infection
par un pathogéne. La réponse UPR permet de restaurer ’homéostasie du RE mais si le
stress est prolongé, elle peut induire I'apoptose de la cellule. L’UPR et les PRRs peu-
vent mutuellement s’activer et réguler la réponse cytokinique et ainsi moduler la réponse
immunitaire.
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4.1 Les trois voies de la réponse UPR

La réponse UPR restaure 'homéostasie du RE en induisant un programme transcriptionnel
visant a diminuer la synthése protéique globale pour empécher 'accumulation d’autres
protéines dans la lumiére du RE, augmenter la synthése des chaperons pour favoriser
le repliement protéique, éliminer des protéines mal repliées (par I'induction du systéme
ERAD) et déclencher I'apoptose que si le stress est trop intense ou de longue durée. La
réponse UPR est caractérisée par ’activation de trois voies de signalisation induites en aval
de trois détecteurs localisés dans la membrane du RE : ATF6 (Activating Transcription
Factor 6), IRE1 (Inositol-Requiring Enzyme 1) et PERK (PKR-Like ER protein Kinase)
(Figure 25 page suivante) (Smith 2018; Walter et al. 2011). L’activation de ces trois
protéines nécessite leur dissociation du chaperon BiP (Binding Immunoglobulin Protein)
qui les maintient dans un état inactif. La présence de protéines mal repliées va séquestrer
les protéines BiP et ainsi activer les trois voies. L’activation d’'TRE1 pourrait également étre
déclenchée par la présence de brins peptidiques mal repliés détectés par le domaine luminal
de la protéine IRE1 (Gardner et al. 2013; A. Korennykh et al. 2012). De plus, des études
ont montré que les protéines IRE1 et PERK (et non ATF6) détectent des changements
dans la composition lipidique du RE (provenant de variations dans I'homéstasie lipidique
cellulaire) (Kitai et al. 2013; Volmer et al. 2013). L’activation de la réponse UPR est donc
déclenchée par plusieurs parameétres cellulaires qui ne se limitent pas a la détection de

protéines mal repliées, comme nous allons le détailler dans les chapitres suivants.

4.1.1 La voie ATF6

A T’état basal, les protéines oligomériques ATF6o et ATF6B sont exprimées constitutive-
ment sous forme de précurseurs transmembranaires dans le RE. Suite & un stress du RE,
les protéines migrent du RE vers I’appareil de Golgi pour subir un double clivage par les
protéases S1P (Site-1 Protease) et S2P (Site-2 Protease) libérant le domaine cytosolique
d’ATF6 (extrémité N-terminale) correspondant & un facteur de transcription de la famille
CREB (CAMP Response Element Binding)/ATF avec un domaine bZIP (basic leucine
ZIPper) (Figure A 25 page suivante) (Bailey et al. 2007; Haze et al. 1999; Ye et al. 2000).
Les facteurs de transcription pSOATF6a et p60ATF6{ sont transportés vers le noyau pour
se fixer sur des séquences ERSE (ER Stress response Element) déclenchant la synthése de
génes codant pour des protéines cibles telles que des chaperons (BiP, GRP94), des acteurs
du systéme ERAD (HERPUDI1) et le facteur de transcription XBP1s (Figure A 25 page
suivante) (Haze et al. 1999; Shoulders et al. 2013; Wu et al. 2007; K. Yamamoto et al. 2007;
Yoshida et al. 2001). Les souris déficientes en ATF6a ou ATF6[ se développent normale-

ment. Cependant la double déficience montre une forte 1étalité embryonnaire suggérant

61



4. SIGNALISATION ET ROLES DE LA REPONSE UPR Introduction

Vesicular

A ATF6 B PERK c IRE1
Unfolded Translocon
proteins 2 Ur'l‘;toletli::
- it % Unfolded proteins \? G P Q iy ; ? ?
<" Cytosol < ®.,® -« = @ At
e e

transport

 ‘eaY?
> @ W

to Golgi
. gy mANA
Q prcesang
¥y . GADD34 0 Reduced ER
B Golgl protein folding
, , == (=T foss]
IR — | Reduced ER
Cleavage Q% S1P |pm|ain folding | XBPT mRNA Ligation
load |
—

Y T +
Proteolysis

= A) Translation
Anti oxidant response

AA metabolism

[ cotoes s

A ERAD, XBP1 Cell death ) =

o . i \] Q \if M
WO v W

Figure 25 — Les trois voies de la réponse UPR (adapté de (Walter et al. 2011)).
Les protéines mal repliées déclenchent I'activation des trois protéines transmembranaires
résidentes du RE responsables de la réponse UPR en séquestrant le chaperon BiP. A/
L’activation d’ATF6 entraine sa translocation vers 'appareil de Golgi pour étre clivée par
les protéases S1P et S2P libérant le domaine cytosolique dans le cytoplasme. Le facteur
de transcription est alors transloqué dans le noyau pour cibler des génes codant pour
des chaperons, Xbp! et des acteurs du systéme ERAD. B/ Durant un stress du RE, la
protéine PERK s’oligomérise et s’autophosphoryle. PERK peut alors phosphoryler elF2«
qui induit une diminution de la traduction protéique sauf pour certains ARNm comme
Atf. Ce facteur de transcription déclenche I'expression de génes cibles codant pour des
protéines impliquées dans le métabolisme des acides aminés, la réponse antioxidante, ... Il
peut également restaurer la traduction protéique par activation de GADD34. Durant un
stress fort ou continu, ATF4 induit la transcription du facteur pro-apoptotique CHOP qui
conduira a la mort cellulaire. C/ Durant un stress du RE, la protéine IRE1 s’oligomérise et
s’autophosphoryle. La protéine clive 'TARNm Xbp! pour générer un ARNm épissé codant
pour le facteur de transcription XBP1s impliqué dans la synthése lipidique, la production
de chaperons et le systéme ERAD. IRE1 peut également activer un mécanisme appelé
RIDD permettant la dégradation des ARNm au niveau du RE.

des fonctions essentielles dans des processus de développement cellulaire (K. Yamamoto et
al. 2007). Seule la protéine ATF6a serait responsable de l'induction transcriptionnelle des
chaperons du RE et pourrait s’hétérodimériser avec XBP1s pour induire la production de
composants du systéme ERAD (Shoulders et al. 2013; Thuerauf et al. 2004; K. Yamamoto
et al. 2007). Ces études démontrent que la protéine ATF6a agit comme un régulateur es-

sentiel du controle de la protéostase en condition basale et lors d’un stress (Shoulders et al.
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2013; K. Yamamoto et al. 2007). En revanche, le role de la protéine ATF6p a été peu étudié.
Il a été montré qu’ATF6p3 posséderait un role de répresseur transcriptionnel en inhibant
I'induction de la transcription des ERSE par ATF6a en bloquant la liaison d’ATF6a sur
ses séquences cibles (Thuerauf et al. 2007, 2004). Ces résultats suggérent donc qu’ATF63
régulerait l'intensité et la durée de 'activation des ERSE par ATF6o durant un stress du
RE.

4.1.2 La voie PERK

La protéine PERK est une sérine/thréonine kinase transmembranaire du RE possédant
un domaine luminal se liant & BiP et un domaine kinase du c6té cytosolique (C. Y. Liu
et al. 2000). A l'état basal, le domaine luminal forme un complexe stable avec le cha-
peron BiP. Au cours d’un stress du RE, la dissociation de BiP induit I'oligomérisation et
I’autophosphorylation de la protéine PERK qui active alors la réponse au stress intégrée
(ISR) (Figure B 25 page précédente) (Bertolotti et al. 2000; Wakabayashi et al. 2013).
La protéine activée phosphoryle le résidu Ser51 de la sous-unité o du facteur d’initiation
de la traduction elF2 (eukaryotic Initiation Factor 2) empéchant la formation du com-
plexe de pré-initiation de la traduction (composé des protéines elF2, de GTP et de la
méthionyl-ARNt synthétase) (Harding et al. 1999; Jackson et al. 2010; Scheuner et al.
2001). Hormis PERK, trois autres kinases, GCN2 (General Control Non-derepressible 2),
HRI (Heme-Regulated Inhibitor kinase) et PKR (double-stranded RNA-activated Protein
Kinase) peuvent phosphoryler elF2a suite a différents stress comme la privation en acides
aminés/glucose/fer et les infections virales (Way et al. 2016). Le ralentissement de la
traduction protéique permet de réduire l'afflux de protéines dans le RE (Harding et al.
2000b). Paradoxalement, la diminution de la synthése protéique est accompagnée de la
traduction sélective de certains ARNm possédant un cadre de lecture ouvert (uORFs, up-
stream Open Reading Frame) dans la région non traduite en 5’ de TARNm (Harding et al.
2000a; Palam et al. 2011; Vattem et al. 2004). Parmi ces ARNm, celui codant le facteur de
transcription ATF4 permet de réguler de nombreux aspects de I'ISR tels que la régulation
du métabolisme des acides aminés, la réponse anti-oxydante, la traduction protéique et la
mort cellulaire (Figure B 25 page ci-contre) (Walter et al. 2011). ATF4 est impliqué dans
I'induction du facteur pro-apoptotique CHOP (C/EBP HomolOgous Protein) qui va per-
mettre Iactivation de voies impliquées dans 'apoptose et la production de ROS (Harding
et al. 2000a; H. Hu et al. 2019; Palam et al. 2011). ATF4 et CHOP induisent également la
production de la protéine GADD34 (Growth Arrest and DNA-Damage-inducible 34) une
sous-unité régulatrice de la protéine phosphatase PP1 (Novoa et al. 2001). Le complexe
PP1/GADD34 déphosphoryle elF2a pour réinitialiser la traduction protéique (Figure B 25
page précédente) (Han et al. 2013; Kojima et al. 2003; Novoa et al. 2001). Bien que la
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restauration de la traduction soit cruciale pour la survie de la cellule, il est également es-
sentiel d’éliminer I’agent responsable du stress du RE pour éviter les effets délétéres a long
terme que sont le stress oxydatif et la mort cellulaire (Han et al. 2013). En particulier, la
phosphorylation de PERK permet de dissocier le facteur de transcription Nrf2 (Nuclear
factor erythroid-2-related factor) de la protéine Keapl (Kelch-like ECH-associated protein
1) permettant & Nrf2 de migrer vers le noyau pour améliorer les réponses anti-oxydantes

et induire la survie de la cellule (Cullinan et al. 2003).

4.1.3 La voie IRE1

IRE1 est une sérine/thréonine kinase transmembranaire du RE possédant un domaine
luminal pouvant se lier & BiP (C. Y. Liu et al. 2000). Cette protéine posséde deux activités
enzymatiques distinctes puisqu’elle est & la fois une kinase et une endoribonucléase de
par son domaine cytosolique (Sidrauski et al. 1997). Deux paralogues d’'IRE1 ont été
découverts : IREla exprimée de maniére ubiquitaire et IRE1J exprimée uniquement dans
I’épithélium pulmonaire et intestinal (Bertolotti et al. 2001). En absence de stress, la
protéine BiP interagit avec le domaine N-terminal de IRE1 pour la maintenir sous forme de
monomeére inactif (Bertolotti et al. 2000). Pendant un stress du RE, la protéine IRE1 libérée
de BiP se dimérise et s’autophosphoryle permettant ainsi ’activation de son domaine
endoribonucléasique (Figure C 25 page 62)(Aragon et al. 2008; A. V. Korennykh et al.
2008). L’endoribonucléase reconnait et clive les ARNm Xbp! (X-box binding protein
1) (Calfon et al. 2002). Les brins d’ARNm coupés sont assemblés par la ligase tRNA
RrtB éliminant ainsi un intron de 26 paires de bases (Kosmaczewski et al. 2014; Lu et al.
2014). L’épissage non conventionnel induit par IRE1 conduit & un changement du cadre
de lecture produisant une nouvelle extrémité C-terminale et la traduction d’un facteur
de transcription CREB/ATF contenant un domaine bZIP appelé XBP1s (s pour spliced)
(Figure C 25 page 62)(Yoshida et al. 2001). La protéine XBP1s se fixe sur des séquences
ERSE et UPRE (Unfolded Protein Response Element) pour activer 1’expression des génes
codant pour des chaperons (BiP, GRP94) et des protéines impliquées dans la voie ERAD
(EDEM, Derlin) (Figure C 25 page 62) (A.-H. Lee et al. 2003; Oda et al. 2006; Yoshida
et al. 2003, 2001, 2006). XBP1s induit également 'expression de génes codant des enzymes
régulant la synthése de phospholipides et d’acides gras permettant notamment ’expansion
du RE mais également la modulation de maniére plus générale de ’homéostasie lipidique
de la cellule (Figure C 25 page 62) (Sriburi et al. 2007, 2004). De maniére intéressante,
la protéine XBP1 produite & partir de 'TARNm non épissé inhibe la réponse dépendante
d’XBP1s en se fixant sur le facteur de transcription (Yoshida et al. 2006).

L’activité endoribonucléasique de la protéine IRE1 induit également 'activité RIDD

(Regulated IRE1 Dependent Decay) qui entraine la dégradation des ARNm (par exemple
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Bloc1s1) et atténue ainsi la traduction protéique (Figure C 25 page 62) (Hollien et al.
2009). Les fonctions d’TRE1 sont importantes pour la différenciation cellulaire, les réponses
immunitaires et ’homéostasie (cf partie 4.2 et 4.4 page 71). Cependant XBP1s favoriserait
la survie alors que 'activité RIDD conduirait & la mort cellulaire révélant une modulation
complexe des activités de IRE1 (Coelho et al. 2014; Maurel et al. 2014; Tam et al. 2014).

4.2 Liens fonctionnels entre I'UPR et I'immunité

La réponse UPR posséde un réle important dans la modulation de la réponse immunitaire
en particulier pour les cellules présentant une forte activité de sécrétion mais aussi suite
a un stress infectieux (Galluzzi et al. 2017; Grootjans et al. 2016; Reverendo et al. 2018;
Smith 2018).

L’adaptation du RE & son environnement est cruciale pour les cellules a forte capacité
sécrétrice comme les cellules 3 du pancréas ou bien les LBs. La voie IRE1 et le facteur de
transcription XBP1s ont été montrés comme indispensables & la maturation de plusieurs
types cellulaires. En effet, XBP1s permet la maturation des cellules B en plasmocytes et
la sécrétion de I'IL-6 (Iwakoshi et al. 2003; Reimold et al. 2001). De plus, les plasmocytes
déficients en XBP1 montre une forte activité RIDD qui induit le clivage des ARNm de la
chaine lourde p des IgM conduisant a un défaut de sécrétion des anticorps (Benhamron et
al. 2013). En paralléle, la protéine IREla joue un role clé dans la lymphopoiése a partir du
stade pro-LBs (K. Zhang et al. 2005). De la méme maniére, l'activation d’XBP1s permet
la maturation des éosinophiles (Bettigole et al. 2015). L’activité des cellules de Paneth et
de Goblet dépendent également d’XBP1s puisque I'absence de cette protéine induit une
entérite spontanée associée & une forte activation de la voie NFxB et une susceptibilité
accrue a la colite provoquée par des inducteurs de maladies inflammatoires de l'intestin
(Adolph et al. 2013; Kaser et al. 2008).

4.2.1 Induction de I'UPR par les PRRs et réponse cytokinique

Durant ces dix derniéres années, de nombreuses études ont permis de mettre en évidence un
lien fonctionnel intime entre 'UPR et I'inflammation. Par exemple, les réponses induites
aprés stimulation des PRRs, en particulier la sécrétion des cytokines associées, peuvent
étre modulées par la réponse UPR. Cette derniére peut également induire 'activation des
PRRs aboutissant dans les deux cas a un effet synergique, en particulier lors d’un stress
infectieux (cf partie 4.3 page 68).

Dans les macrophages, la stimulation des TLR2 et TLR4 par des agonistes induit
lactivation d’'IRE1la via la molécule adaptatrice MyD88 ou TRIF (TIR domain-contaning
adaptor protein inducing interferon B) et le recrutement de TRAF6. Le facteur de trans-

cription XBP1s induit par IREla peut alors se fixer aux promoteurs des génes codant pour
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I'IL-6, le TNF-o et 'IFN-f sans favoriser pour autant la transcription de ses génes cibles
"classiques" (chaperons, protéines du systéme ERAD) (Figure 26 page ci-contre) (Marti-
non et al. 2010; Zeng et al. 2010). TRAF6 joue un role clé en catalysant 1'ubiquitylation
de p-IREla pour empécher sa déphosphorylation par PP2A dans les fibroblastes stimulés
avec du LPS (Qiu et al. 2013). Cependant, dans les macrophages traités avec la tuni-
camycin (TN; inhibiteur de la N-glycosylation induisant la réponse UPR) en présence de
LPS, IRE1la active la kinase GSK3B (Glycogen Synthase Kinase 303) qui induit la produc-
tion d’IL-1B (Figure 26 page suivante) (S. Kim et al. 2015). Simultanément, GSK30 inhibe
I’épissage d’Xbp! ce qui entraine une réduction de 'expression du TNF-a (Figure 26 page
ci-contre) (S. Kim et al. 2015). Ainsi la réponse cytokinique ne sera pas la méme si la
cellule immunitaire stimulée est en état de stress. En relation avec ces résultats, la sti-
mulation des TLR3 ou TLR4 (par leur ligand poly(I:C) et LPS, respectivement) dans les
macrophages induit la déphosphorylation d’e[F2B par la molécule adaptatrice TRIF em-
péchant I'activation d’ATF4 et de CHOP et permet la synthése ininterrompue de protéines
dans la cellule tout en favorisant la synthése de GADD34 qui augmente alors la production
de I'TFN-B et de I'IL-6 (Figure 26 page suivante) (Clavarino et al. 2012b; Woo et al. 2009,
2012). L’expression de GADD34 est sous la dépendance du facteur de transcription IRF3
qui est induit aprés stimulation par du poly(I:C) (Figure 26 page ci-contre) (Dalet et al.
2017). Ceci pourrait donc expliquer l'activation de GADD34 indépendamment d’ATF4.
Par ailleurs, les voies PERK et ATF6 ne sont pas activées suite a la stimulation des TLR2

et TLR4 dans les macrophages.

A Pinverse des exemples cités précédemment, la réponse UPR peut induire la stimula-
tion des PRRs et des réponses en aval. Par exemple, dans les macrophages stimulés par
la thapsigargine (T'G; inhibiteur de ’ATPase calcique SERCA induisant chimiquement la
réponse UPR)), IREla forme un complexe avec TRAF2 résultant de I’activation des PRRs
NOD1/2 et induit la production de I'IL-6 (Keestra-Gounder et al. 2016). Ce complexe
peut également recruter la kinase ASK1 induisant alors la phosphorylation de JNK, ce qui
entraine une expression accrue de génes pro-inflammatoires par I'intermédiaire du facteur
de transcription AP-1 (Urano et al. 2000). Ce phénoméne a été observé dans les cellules
épithéliales intestinales déficientes en XBP1 ou I'hyperactivation d’'IREla entraine une
forte sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Kaser et al. 2008). IREla peut également
activer I'inflammasome NLRP3 via la protéine TXNIP (ThioredoXiN-Interacting Protein)
conduisant a la sécrétion d’IL-1(3 et la mort des cellules par pyroptose lors de 'induction
d’un stress chimique par la TN ou la TG (Figure 26 page suivante) (Lerner et al. 2012; Menu
et al. 2012). En accord avec ces résultats, I'inhibition de la voie IRE1o/ TXNIP activée par
le mauvais repliement de la pro-insuline réduit la mortalité des cellules 3 pancréatiques et

limite le diabéte chez la souris (Lerner et al. 2012).
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4.2.2 Induction de réponses inflammatoires par 'UPR indépendamment des
PRRs

Dans I’encéphalomyélite auto-immune, la protéine PERK activée interagit avec la protéine
JAK1 qui phosphoryle STAT3 qui induit la transcription des génes codant pour des cy-
tokines pro-inflammatoires telle que I'IL-6 (Figure 26) (Meares et al. 2014). L’activation
de la voie PERK dans les fibroblastes traitées avec des stimulateurs chimiques induit la
phosphorylation d’elF2ua qui provoque "'augmentation du rapport protéique NFxB sur IxB
et favorise la transcription des génes dépendant de la voie NFxB (Deng et al. 2004; Tam
et al. 2012). La voie NFxB est également activée suite a U'interaction d’'IREla avec TRAF2
dans les lignées tumorales traitées avec de la TN ou de la TG (P. Hu et al. 2006).

D’autre part, le stress du RE ne serait pas uniquement impliqué dans la régulation
des réponses cytokiniques mais semblerait également li¢ a I’autophagie puisqu’il a été dé-
montré que 'activation de la voie PERK induit ’expression de molécules impliquées dans
l'autophagie dont la protéine ATG12 (Kouroku et al. 2006). De plus, les kinases JNK et
GSK3{ activées en aval d’IREla inhibent respectivement mTORC1 et mTORC2, faisant
d’TRElo un inhibiteur de la voie mTOR durant un stress du RE (Appenzeller-Herzog et al.
2012). En paralléle, la voie PERK peut étre inhibée par la voie Akt. Cependant, lors d'un
stress prolongé, CHOP bloque I'action d’Akt pour induire la voie mMTORC1 qui induira
une augmentation de la synthése protéique renforcant la réponse UPR (Appenzeller-Herzog
et al. 2012). La protéine ATF6, quant a elle, active Akt (pour inhiber mTORC1) qui peut
alors inhiber TRAF2 pour éviter 'activation de la voie IRE1/ASK1/JNK (Appenzeller-
Herzog et al. 2012).

CHOP —— 123
T 4 GADD34 — IL-6, IFN-B

ATFA~
P 16

PERK |— JAK1/STAT3

STRESS oSy
TXNIP —— ROS — NLRP3 —» |L-1p
1 \ 4" GSK3p — IL-1B

TLR2 IRE1 J—

— TRAF6 — | | — XBP1s
TLR4 \

TRAF2 IL-6, TNF-a, IFN-B
™ INK, NFkB =~

Figure 26 — Schéma résumant le réle de la réponse UPR dans la réponse cy-
tokinique.
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4.3 Induction de I'UPR lors d’'une infection

Les pathogénes peuvent interférer avec les fonctions du RE de I’hote durant leur cycle
infectieux et peuvent donc activer la réponse UPR. Cette activation peut étre bénéfique
pour I'héte en activant des réponses immunitaires contre le pathogéne mais peut également
avoir 'effet inverse de par leur capacité a subvertir la machinerie et les défenses cellulaires
afin de promouvoir leur survie et leur dissémination (Celli et al. 2014; Galluzzi et al. 2017;
Smith 2018).

4.3.1 Infections bactériennes

Les bactéries intracellulaires modulent les fonctions de 'héte de par leur sécrétion impor-
tante d’effecteurs bactériens aussi appelés facteurs de virulence. De maniére intéressante,
de nombreuses études ont mis en évidence le role des facteurs de virulence dans la modula-
tion de la réponse UPR. Par exemple, des facteurs sécrétés par Pseudomonas aeruginosa in-
duisent fortement l’activation de la réponse UPR (XBP1s, BiP, CHOP, GADD34) dans les
cellules épithéliales bronchiques (Richardson et al. 2010; Wout et al. 2015). L’infection par
cette bactérie ou I'incubation avec des toxines formant des pores (PFT) induit 'activation
de la protéine p38 MAPK qui déclenchent la voie IRE1/XBP1s protégeant I’hdte d'une
létalité accrue (Bischof et al. 2008; Richardson et al. 2010). Dans le cas d’une infection
par Listeria monocytogenes, la listériolysine O active les trois voies de 'UPR favorisant
dans un premier temps l'infection jusqu’a ce que le stress soit trop fort et induise dans un
second temps 'apoptose des cellules infectées (Pillich et al. 2012). La cytotoxine subtilase
AB produite par des souches d’FEscherichia coli productrices de shigatoxines clive spéci-
fiquement la protéine BiP activant ainsi les trois voies de la réponse UPR. Cette activation
stimule la voie NFxB via ATF6 et aboutit a long terme & la mort cellulaire (Morinaga et al.
2008; Nakajima et al. 2011; Paton et al. 2006; Wolfson et al. 2008; Yamazaki et al. 2009).
De fagon similaire, 'effecteur VceC sécrété par Brucella abortus se fixe sur BiP et active la
réponse UPR provoquant la sécrétion de 'IL-6 et du TNF-o dans les macrophages (Jong
et al. 2013). Il a été également montré que la protéine TepB induit les trois voies de la
réponse UPR mais que seule la voie IRE1 a un réle bénéfique pour la survie de Brucella
melitensis (Qin et al. 2008; Smith et al. 2013). Lors d’une linfection par Helicobacter
pylori, Pactivation de la voie PERK par la cytotoxine VacA a été corrélée a une forte
apoptose et a la carcinogenése gastrique (Akazawa et al. 2013; Baird et al. 2012).
D’autres études ont mis en évidence 'effet de la réponse UPR dans la qualité de la
réponse immunitaire. Par exemple, une infection par Francisella tularensis induit ’épissage
d’Xbp1, en aval de la stimulation du TLR2, conduisant & la production de I'IL-6 et du TNF-

o dans les macrophages (sans activer les voies PERK et ATF6). De plus, une plus forte
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multiplication bactérienne dans les organes des souris déficientes en XBP1 a été observée
démontrant ainsi le role essentiel d’XBP1s dans le controle de I'infection (Martinon et al.
2010). Par ailleurs, une charge bactérienne plus importante a été observée dans le foie de
souris déficientes en XBP1 infectées par L. monocytogenes ainsi qu'une entérite provoquée
par la phosphorylation de JNK induite par 'hyperactivation d'IRE1 (Kaser et al. 2008).
L’infection de macrophages et de DCs par Chlamydia trachomatis stimule le TLR4 pour
activer la voie IRE1/XBP1s ce qui induit 'activation de PKR permettant la sécrétion
d’IFN-B (Webster et al. 2016). Cette bactérie induit également I'expression de CHOP qui
contribue a la production d’IL-23 par les DCs (Goodall et al. 2010). Pour finir, Simkania
negevensis induit le stress du RE durant le début du cycle infectieux lorsque la vacuole
bactérienne entre en contact avec le hRE des cellules HeLa. La bactérie régule ensuite
négativement la réponse UPR pour améliorer sa prolifération (Mehlitz et al. 2014).

En résumé, I'induction de la voie IRE1 semble promouvoir la survie de la cellule infectée
et, de ce fait, a un effet bénéfique sur I’'hdte. La voie PERK est induite de maniére
transitoire ou plus tardive et conduit le plus souvent & la mort cellulaire qui peut faciliter la
dissémination bactérienne ou induire une forte inflammation. Cependant, il est impossible
de proposer un mécanisme unique d’action et la réponse UPR semble étre modulée de
maniére spécifique selon la bactérie considérée, son tropisme tissulaire et son mode de

dissémination.

4.3.2 Infections virales

En raison de la production d’'une multitude de virions par la machinerie cellulaire de
I’hote, de nombreuses protéines virales peuvent conduire & une accumulation de protéines
non repliées dans le RE qui va induire 'UPR. Les virus ont donc développé des méca-
nismes pour limiter les conséquences néfastes de I'activation de I'UPR (S. Li et al. 2013;
Mehrbod et al. 2019). En particulier, 'activation des voies ATF6 et IRE1 favorise la répli-
cation virale en augmentant la production de chaperons, I'expansion du RE et I'inhibition
simultanée de la voie PERK qui permet d’éviter un blocage traductionnel et /ou 'apoptose
de la cellule hote. Plusieurs virus utilisent ce processus comme le virus du chikungunya
qui active spécifiquement les voies ATF6 et IRE1 et réprime la phosphorylation d’elF2«
par la protéine NSP4 (NonStructural Protein 4) (Rathore et al. 2013). Le virus de la
grippe A active la voie IRE1 et promeut I’épissage d’ Xbp1 avec peu ou pas d’induction des
voies PERK et ATF6 (I. Hassan et al. 2011). L’infection par le virus de la dengue DEN2
déclenche les trois voies de la réponse UPR mais a différents moments du stade infec-
tieux. Cette modulation dans I'induction des différentes voies permet d’éviter I'inhibition
de la traduction, de prévenir ’apoptose et de prolonger le cycle viral notamment grace a

I'interaction de la protéine d’enveloppe DENV E avec la protéine BiP (Limjindaporn et al.
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2009; Pena et al. 2011). Au début de linfection, la voie PERK est briévement activée
alors que les voies IRE1 et ATF6 sont activées pour I'adaptation au stress. Cependant,
des virus du méme groupe peuvent moduler différemment la réponse UPR, suggérant que
I'induction des voies de 'UPR serait dépendante du sérotype viral (Umareddy et al. 2007).
Dans le cas de l'infection avec le virus respiratoire syncytial, les voies ATF6 et IRE1 sont
activées et IREla a un effet inhibiteur sur la réplication virale par I'activité RIDD (I. Has-
san et al. 2014). Une nouvelle stratégie virale a également été montrée avec la protéine
M50 du cytomégalovirus qui se fixe a la protéine IREla pour induire sa dégradation, ce
qui pourrait bloquer l'effet délétére de RIDD sur la réplication virale (Stahl et al. 2013).
Concernant l'infection par le virus de 'herpes simplex de type I, seule la voie ATF6 est
activée. Fn effet, ce virus bloque I'activation de la voie PERK en associant la glycoprotéine
virale gB au domaine luminal de PERK alors que la protéine UL41 supprime I'induction
de I’épissage de Xbpl, ce qui pourrait limiter I'induction de la machinerie de dégradation
ERAD (Mulvey et al. 2007; P. Zhang et al. 2016). Cependant, a la fin du cycle, la voie
PERK est activée et initie 'apoptose pour faciliter la libération des particules virales de
la cellule hote (Burnett et al. 2012). De fagon étonnante, le virus de ’encéphalite japonai-
se, quant a lui, utilise 'activité RIDD pour dégrader les ARNs de I’hote sans affecter ses
propres ARNs entrainant un effet bénéfique de cette activité dans les cellules neuronales
infectées (Bhattacharyya et al. 2013). Pour finir, la réponse UPR a également été étudiée
sur certains prélévements de tissus humains infectés par le VIH ou le virus de I’hépatite C.
L’activation des protéines XBP1s et CHOP a été détectée dans des biopsies duodénales de
patients atteints du VIH et pourrait potentiellement contribuer aux perturbations intesti-
nales constatées (Maingat et al. 2011). De méme, in vitro et in vivo, le virus de I’hépatite
C induit 'activation des trois voies de 'UPR selon une cinétique spécifique assurant une
réplication virale efficace (Asselah et al. 2010; Merquiol et al. 2011; Tardif et al. 2004).

L’induction de la réponse UPR peut également avoir un réle crucial dans I'induction de
I'immunité anti-virale. En effet, dans des fibroblastes infectés par le virus du Chikungunya
ou le VSV (Virus de la Stomatite Vésiculaire), ’activation de GADD34 induit la production
d’IL-6 et d'IFN-B (Clavarino et al. 2012b; Dalet et al. 2017). Des fibroblastes ou souris
déficientes en GADD34 sont particuliérement sensibles & I'infection montrant un pouvoir
anti-viral de GADD34 (Clavarino et al. 2012b). De plus, la surexpression d’XBP1s permet
d’augmenter fortement la production d’IFN-B dans les DCs infectées par le virus de la
stomatite vésiculaire limitant ainsi 'infection virale (F. Hu et al. 2011).

Pour conclure, les exemples présentés montrent que les virus ont adopté des stratégies
différentes de modulation de la réponse UPR leur permettant dans la plupart des cas de

détourner cette réponse protectrice afin d’assurer leur réplication et dissémination.
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4.3.3 Infections parasitaires

Le role et la modulation de la réponse UPR ont été particuliérement caractérisés lors
d’infections bactériennes et virales mais peu d’études ont rapporté I'induction de ’'UPR

lors d’infections parasitaires.

Une étude menée sur Plasmodium berghei a montré une induction des trois voies de
la réponse UPR dans les hépatocytes in vitro. In vivo, 'infection de souris déficientes en
XBP1 est corrélée & une diminution de la quantité de parasites dans le foie suggérant un
effet bénéfique de cette voie pour le développement intra-hépatique du parasite (Inacio
et al. 2015). Dans un modéle de neuropaludisme, les trois voies de 'UPR sont également
activées dans le cerveau de souris infectées et ’augmentation de I’expression du géne codant
pour CHOP est corrélée a la mort cellulaire neuronale (Anand et al. 2013). L’infection a 7.
gondii induit également ’apoptose des cellules souches neurales murines suite a ’activation
de CHOP, JNK et de la caspase-12 (Wan et al. 2015; Zhou et al. 2015). L’effecteur sécrété
TgROP18 contribuerait a ce processus (Wan et al. 2015). TgROP18 cible aussi ATF6(3 en
le phosphorylant induisant ainsi sa dégradation par le protéasome. Des souris déficientes
en ATF6Q présentent une forte sensibilité & I'infection liée & une diminution de la mise
en place de la réponse Thl, indiquant son role clé dans la résistance a linfection (cf
partie 3.2.2.1 page 53) (M. Yamamoto et al. 2011). TgGRA151y est également un facteur
parasitaire qui, s’il est exprimé de maniére transitoire dans des cellules choriocarcinomes,
active certains acteurs de la réponse UPR tels que BiP, XBP1s (voie TRAF2/Askl/JNK)
et CHOP aboutissant & 1’apoptose des cellules (Wei et al. 2018). Dans le cas de I'infection
a Cryptosporidium parvum, le parasite induit 'augmentation de plusieurs marqueurs de
I’'UPR tels que p-elF2a, CHOP et BiP ce qui permettrait d’augmenter I’expression du géne
codant pour I'enzyme ornithine décarboxylase nécessaire au développement du parasite
(Morada et al. 2013). Dans les macrophages infectés par Leishmania amazonensis, la voie
IREla est activée via le TLR2 et induit 'activation d’XBP1s, la sécrétion d’IFN-{ et la
diminution des ROS aboutissant & un effet bénéfique pour la survie du parasite (Dias-
Teixeira et al. 2016). De méme, 'infection avec la souche L. infantum induit une légere
activation des marqueurs de 'UPR (BiP, CHOP, ATF4, XBP1s) suggérant que le parasite

favoriserait sa survie par I'activation d’'une faible réponse UPR (Galluzzi et al. 2016).

4.4 L’impact de la réponse UPR dans |'activité des DCs

La réponse UPR posséde de nombreux roles dans la modulation des activités spécifiques
des DCs.
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4.4.1 Développement et survie

In vivo, dans des DCs non stimulées, T ARNm Xbp! est épissé de maniére constitutive pour
permettre le développement et la survie des cellules (Iwakoshi et al. 2007). En effet, dans
les souris déficientes en XBP1, une diminution du nombre de cDCs et pDCs a été observée
dans la rate corrélée avec des taux d’apoptose plus élevés (Figure 27 page ci-contre). De
plus, les DCs sauvages résistent mieux a l'activation des TLR4 et TLR9 aprés stimulation
par leurs ligands que les souris déficientes en XBP1. De facon intéressante, I’expression
ectopique d’XBP1 dans les cellules progénitrices hématopoiétique FLT3+ déficientes en
XBP1 peut limiter le phénotype apoptotique des DCs (Iwakoshi et al. 2007). Une deuxiéme
étude contradictoire menée par nos collaborateurs a démontré que l'activation constitutive
a I'état basal de la voie IRE1la dans les DCs de la rate est restreinte & la sous-population
des ¢cDCl1s (Osorio et al. 2014). De plus, les souris déficientes pour les protéines IREla ou
XBP1 ne montrent pas d’altérations dans le développement des DCs spléniques (Figure 27
page suivante) (Osorio et al. 2014). Cependant, l'activité endoribonucléasique d’IRE1
contribue & la survie des ¢DCls intestinales et pulmonaires de fagon dépendante d’ATF4
et I’XBP1s (Tavernier et al. 2017). En effet, la délétion d’XBP1 entraine 1’apoptose des
¢DCl1s pulmonaires (sans activer CHOP ou JNK) alors que dans les ¢cDCls intestinales,
I’apoptose est dépendante de l'activité RIDD et d’une régulation négative de la synthése
protéique par la phosphorylation d’elF2o (Tavernier et al. 2017). Ces études montrent
donc que la voie IRE1 est cruciale pour le contréle du développement des ¢cDC1s selon le

contexte tissulaire (Osorio et al. 2014; Tavernier et al. 2017).

4.4.2 Présentation antigénique

Le travail de nos collaborateurs a montré que les ¢cDCls déficientes pour XBP1 présentent
une hyperactivation de la protéine IREla qui induit un défaut de présentation antigénique
croisée d’antigénes du soi (provenant de cellules apoptotiques) (Osorio et al. 2014). Ce
défaut est di a la dégradation des ARNm d’acteurs clés de la machinerie de présentation
antigénique par le CMH-I (comme la tapasine) de facon dépendante de 'activité RIDD
(Figure 27 page ci-contre) (Osorio et al. 2014). Ce processus n’est pas observé dans les
cellules déficientes pour IRElo, confirmant ainsi le role de 'activité RIDD dans ce pro-
cessus (Osorio et al. 2014). Au contraire de IREla, la protéine XBP1s a été montrée
comme pouvant promouvoir 'activité de présentation antigénique par le CMH-I en ac-
tivant ’expression de protéines impliquées dans le processus de présentation antigénique
(par exemples Sec, calnexine, calréticuline) (Osorio et al. 2018; Shoulders et al. 2013).

La capacité de présentation antigénique des DCs a été étudiée dans différents contextes

pour tenter de comprendre I'impact de la réponse UPR sur cette fonction, en particu-
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Figure 27 — Représentation du role d’XBP1s dans la différentiation et la fonction
des DCs (adapté de (Grootjans et al. 2016)). Plusieurs études proposent différents
roles d’XBP1s dans les DCs. XBP1s aurait un réle essentiel pour la différenciation des
progéniteurs immatures en c¢DCs et pDCs. En 'absence d’XBP1, la maturation et la
survie des DCs diminue alors qu’il a également été montré qu’il n’y avait pas d’altération
du développement des DCs spléniques (encadré du milieu). De plus, cette délétion entraine
I’hyperactivation de la protéine IREla conduisant & la dégradation de composants de la
machinerie de présentation antigénique croisée (activité RIDD) dans les ¢cDCs matures (en
haut & droite). En revanche, dans les tumeurs ovariennes, I'induction de XBP1s résultant
de la production de ROS induits par des facteurs tumoraux entraine une forte synthése de
lipides dont ’accumulation aurait un effet néfaste sur I’activité de présentation antigénique
croisée d’antigénes tumoraux par les DCs (au milieu a droite). Au contraire, XBP1s permet
d’améliorer la présentation d’antigénes tumoraux par le CMH-I (mais pas le CMH-II) dans
les BMDCs traités avec le lysat de cellules de mélanomes (en bas a droite).

lier dans le contexte tumoral. L’injection de DCs transgéniques surexprimant XBP1s
et un antigéne tumoral aboutit & amélioration de la réponse T CDS8 spécifique lors de
la vaccination par des antigénes tumoraux (Tian et al. 2012). Au contraire, au sein de

tumeurs ovariennes, il a été montré que des facteurs tumoraux déclenchent la production
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de ROS ce qui entraine un stress du RE et activation d’XBP1s (Cubillos-Ruiz et al. 2015).
L’induction de XBP1s entraine une forte synthése de gouttelettes lipides qui inhibent la
présentation antigénique croisée par le CMH-I d’antigénes tumoraux par les DCs (Figure 27
page précédente) (Cubillos-Ruiz et al. 2015). Le dysfonctionnement de la présentation
antigénique suite & ’accumulation des lipides avait déja été décrit dans une autre étude
(Herber et al. 2010). Conformément & ces résultats, la délétion de XBP1 dans les DCs
supprime 'accumulation des lipides et augmente 'immunité anti-tumorale médiée par les
LTs, entrainant une diminution de la charge tumorale (Cubillos-Ruiz et al. 2015). Une
seconde étude menée sur des BMDCs a montré que l'internalisation d’extraits solubles
tumoraux conduit & l'induction de la voie IREla et 'activation d’XBP1s sans stimuler
lactivité RIDD (Medel et al. 2019). L’activation de cette voie facilite la présentation
antigénique croisée des antigénes tumoraux sans affecter la présentation antigénique par
le CMH-II (Figure 27 page précédente) (Medel et al. 2019). Dans ce cas, la stimulation
de la voie IREla dans les BMDCs améliore la réponse T CD8 dirigée contre des antigénes
solubles tumoraux (Medel et al. 2019). XBP1s favoriserait I'expression de composants de
la machinerie de présentation antigénique par le CMH-I et de ’homéostasie du RE.

Ces études suggérent que selon ’environnement tissulaire et la présence d’effecteurs
(tumoraux ou infectieux) modulant les fonctions des DCs, Pactivation de la voie IREla

aboutit & un effet bénéfique ou délétére sur la présentation antigénique.

4.4.3 Réponse cytokinique

La stimulation des DCs par différents stimuli peut activer la réponse UPR et moduler leur
activité cytokinique. En réponse au poly(I:C) qui active le TLR3, 'expression de XBP1s
et GADD34 est induite aboutissant a la production d’IL-6 et d’IFN-B (Clavarino et al.
2012a; F. Hu et al. 2011). Contrairement aux situations impliquant I’activation d’un seul
PRR, l'activation de plusieurs PRRs dans des cellules soumises & un stress du RE entraine
la production synergique de certaines cytokines, notamment 1'IL-23. En effet, une forte
sécrétion d’IL-23 est induite suite & la stimulation simultanée des DCs par la TN et le LPS
alors que la stimulation par I'un ou l'autre n’induit pas ou peu cette sécrétion (Goodall
et al. 2010). Dans ce cas, la production d’IL-23 est dépendante de I'induction du facteur
de transcription CHOP (Goodall et al. 2010). L’induction de 'UPR, via 'activation des
TLRs, est trés souvent liée a des changements métaboliques. Ainsi, la sécrétion de I'IL-
23 a été montrée comme dépendante de la voie IREla dans des DCs humaines stimulées
simultanément par du LPS et du glucose (Marquez et al. 2017). Récemment, une autre
étude a montré que la stimulation simultanée des DCs par I'imiquinode (agoniste des TLR7
et TLRS) et le palmitate (acides gras prédominant retrouvé dans les régimes alimentaires

gras) résulte en une forte production d’IL-23 (Mogilenko et al. 2019). La sécrétion cette cy-
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tokine est directement régulée par la réponse UPR (activation d’XBP1s et CHOP), induite
suite & un mécanisme d’inhibition de la glycolyse et de production de ROS mitochondriaux
(mtROS) (Mogilenko et al. 2019). En accord avec ces résultats obtenus in vitro dans des
BMDCs, 'inhibition de la formation des mtROS ou la délétion spécifique ’XBP1 dans des
DCs atténue I'expression de I'IL-23 et 'inflammation de la peau dans un modéle murin de
psoriasis (Mogilenko et al. 2019). La voie IREla/XBP1s est également importante dans
la sécrétion des cytokines IL-6, TNF-o et IL-10 lors de l'internalisation d’extraits solubles
tumoraux dans des BMDCs (Medel et al. 2019).

Pour conclure, la voie IRE1a/XBP1s a un role important dans l'activité de présentation
antigénique et la sécrétion cytokinique des DCs. L’'impact de cette voie peut étre différent

selon le contexte étudié ce qui ne permet pas de proposer un mécanisme d’action unique.

75



4. SIGNALISATION ET ROLES DE LA REPONSE UPR Introduction

76



Problématique

7






Problématique

Les DCs jouent un réle majeur dans plusieurs étapes de 'infection par 7. gondii telles
que la dissémination précoce du parasite vers le cerveau, la mise en place d’une réponse
cytokinique pro-inflammatoire et I'induction d’une immunité protectrice médiée par les
LTs CD8+ (Poncet et al. 2019). Lors de U'infection & T. gondii, peu d’informations sont
connues sur les voies modulées dans les DCs qui pourraient faciliter la survie du parasite,
ou au contraire son controle précoce afin de préserver I’hote. La réponse UPR et plus
particuliérement la voie IRElo/XBP1s module des fonctions essentielles des DCs comme
la présentation antigénique et la sécrétion de cytokines (Osorio et al. 2018; Smith 2018).
Actuellement, aucune information est connue sur l'influence de I'infection par T. gondii
sur la réponse UPR dans les DCs et ses conséquences sur les réponses immunitaires.

Ce projet de thése a donc eu pour but d’examiner si 'infection par T. gondii induit
la réponse UPR dans les DCs. Plus particuliérement, nous avons cherché a déterminer si
un lien fonctionnel existe entre I'induction d’une réponse au stress du RE et la régulation
des activités de sécrétion cytokinique et de présentation antigénique de DCs infectées.
Pour mener a bien ce projet et disséquer les mécanismes mis en jeu, nous avons utilisé
des approches in vitro utilisant des DCs murines dérivés de la moelle osseuse murine. De
plus, en collaboration avec le laboratoire de S. Janssens (IRC/VIB, Ghent University),
nous avons également examiné la contribution de la voie IREla/XBP1s in vivo lors de
I'infection de souris transgéniques déficientes pour les protéines IREla et XBP1 dans les
cellules CD11c+. Nous nous sommes plus précisément intéressés & la possible contribution
de cette voie dans le contrdle de l'infection et la mise en place de la réponse Thl, en
particulier 'activation des LTs. Les différents résultats obtenus lors de ces travaux ont
permis de mettre en évidence pour la premiére fois un role de la réponse UPR et plus
particuliérement de la voie IRE1a/ XBP1s dans la régulation des fonctions des DCs infectées

par T. gondii et le contréle de I'infection.
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Matériels et Méthodes

1 Animaux

Les souris sauvages C57BL/6 proviennent de I'élevage de Janvier Labs® et sont utilisées
a I’age de 8-10 semaines pour nos expériences. L’équipe de B. Lambrecht (VIB, Ghent)
nous a généreusement fourni des tibias et fémurs de souris C57BL/6 MyD88KO pour
réaliser nos expériences. Les souris C57BL/6 XBP1%/f (A.-H. Lee et al. 2008), C57BL/6
XBP1ADC (Osorio et al. 2014), C57BL/6 XBP1#/f IRE1%/® (Iwawaki et al. 2009) et
C57BL/6 XBP1ADC IRE1%w<DC (Tavernier et al. 2017) proviennent du laboratoire de S.
Janssens (IRC/VIB, Ghent University). Les souris ont été produites en suivant la stratégie
du systéme Cre-LoxP. Les souris homozygotes #/ ("floxées") ont été générées en flanquant
le géne d’intérét par deux sites LoxP localisés dans le premier et deuxiéme introns pour
le géne Xbp! et encadrant les exons 20 et 21 pour le géne Ernl (codant pour la pro-
téine IREla) (Figure 28 page suivante). Ensuite, les souris®/# Itgax-Cre sont obtenues en

i/ avec des souris transgéniques exprimant la Cre recombinase sous

couplant les souris
le contrdle du promoteur CD11c/Itgax (Figure 28 page suivante). Les souris C57BL/6
XBP1ADC IRE1"DC (XBP1#/f TRE1%/# Ttgax-Cre) expriment une isoforme tronquée
de la protéine IREla qui a perdu son activité d’endoribonucléase.

Les souris sont élevées a I'Institut Pasteur de Lille selon le protocole (référencé sous le
numéro APAFIS#12804-2017122111233479v2) approuvé par le comité d’éthique en expéri-
mentation animale N°075 et le ministére de I’enseignement supérieur, de la recherche et de
I'innovation. Les animaux sont génotypés a partir de 4 semaines pour identifier les souris
Cre positive par extraction de ’ADN provenant d’une fraction d’oreille ou de queue a 'aide
du kit KAPA Mouse Genotyping Kit (KAPABIOSYSTEMS). La réaction d’amplification
de I'ADN est réalisée en suivant le protocole du ALLin" Red Taq Mastermix (highQu)
avec les primers référencés dans la Table 5 page suivante avec le cycle PCR suivant : 95°C
Imin, [95°C 15sec, 62°C 15sec, 72°C 30sec| x40, 72°C 5min. Les échantillons sont migrés
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dans un gel a 2% agarose (Annexe Figure 52 page 156).

CD11c-Cre mouse XBP1/1 IRE1A mouse

|9 LoxP  LoxP LoxP LoxP

XBP1ADC IRE1‘“”‘C DC mouse (50%)

sz ms

@ @ CD11c+ cells

No protem IREla trunc
protein

Cre recombinase

Figure 28 - Modéle de souris avec le systéme Cre-LoxP. Une souris possédant le géne
Cre sous le promoteur CD11c¢/Itgax est accouplée avec une souris détenant des séquences
LoxP dans le géne d’intérét a déléter, ici les génes Xbp! (séquences LoxP dans le premier
et deuxiéme introns) et Ernl (séquences LoxP encadrent les exons 20 et 21). La moitié de
la génération posséde la Cre recombinase qui provoque la recombinaison de ’ADN entre
les sites LoxP pour éliminer une partie du géne Xbp1 uniquement dans les cellules CD11c+
et une partie du géne Ernl pour la production d’une protéine IREla tronquée qui a perdu
son activité endoribonucléase.

Réf NCBI Primer 5’ Séquence 3’

NC_000076.6 A20 Fwd ACATGTGGGGTGTTCAGGAT
NC_000076.6 A20 Revn TCTCCCTCCCATCAGTTTTG

NC _005856.1 Cre Fwd GGACATGTTCAGGGATCGCCAGGCG
NC _005856.1 Cre Rev CAGCAATGCTGTTTCACTGGTTATGC

TaBLE 5 — Liste des primers de génotypage des souris C57BL/6 XBP1f/f,
C57BL/6 XBP1ADC, C57BL/6 XBP1%/f IRE1%/f et C57BL/6 XBP1ADC

IRE1truncDC.

Les souris ERAI (ER stress-Activated Indicator) provenant du laboratoire de S. Janssens

ont également été utilisées dans I’étude. Ces souris génétiquement modifiées surexpriment
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une version partielle du géne Xbp! humain fusionné au géne codant pour la protéine
fluorescente Venus (VenusFP) (Iwawaki et al. 2003). En condition de stress du RE, la
protéine IRE1la, via son activité endoribonucléasique, induit I’épissage non conventionnel
de PARNm Xbp! qui conduit & un changement du cadre de lecture et & la traduction
d’une protéine chimérique XBP1s-VenusFP. Ceci permet donc de détecter 1'épissage des

transcrits Xbp1 dans les cellules et donc 'activation de la voie IREla par cytométrie en

flux (Figure 29).

ERAI mice
Normal condition / \ER stress condition
__ 26 nt spliced out
1st AUG UAA 1st AUG - UAA
! 1 ! / J
wr| xes1 | venus == mRNA w{F| xes1 | venus =]
15t Met sToP 1st Met STOP
s L ]
XPB1 _j Protein  [F] xes1 | venus

V

Detection of Xbp1 activation by monitoring the
fluorescence activity of venus

Figure 29 — Modéle de souris ERAI (adapté de (Iwawaki et al. 2003)). En
condition normal, le transcrit du géne Xbpl n’est pas épissé. Lors d’un stress du RE, le
transcrit du géne Xbpl est épissé par 'activité endoribonucléasique de IREla conduisant
a la formation d’une protéine chimérique XBP1s-VenusFP.

2 Expérimentation in vitro

2.1 Culture cellulaire
2.1.1 Fibroblastes humains

La lignée primaire de fibroblastes humains (Human Foreskin Fibroblast; HFF) (CCD-
11128k (ATCC®CRL-2429")) est cultivée dans des flasques & 37°C, 5% de COs sous at-
mosphére humide dans du DMEM complet contenant du milieu Dulbecco’s Modified Ea-
gle Medium high glucose GlutaMAX" (Gibco" by LifeTechnologies) complété avec 10% de
sérum de veau foetal SVF (Gibeo™ by LifeTechnologies) et 1% de Pénicilline-Streptomycine
(Gibco™ by LifeTechnologies). Les cellules sont entretenues par passages successifs du

tapis cellulaire confluant décollé avec une solution a 0,25% de trypsine EDTA (Gibco" by
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LifeTechnologies) pendant 5min & 37°C. Afin de maintenir une lignée cellulaire non con-
taminée, les fibroblastes sont réguliérement testés pour la présence de mycoplasmes a ’aide

du kit MycoAlert™ mycoplasma detection kit (Lonza).

2.1.2 Cellules J558 et production de GM-CSF

Les cellules de myélome J558 permettent de produire du GM-CSF (Granulocyte Macropha-
ge Colony Stimulating Factor) contenu dans leur surnageant pour différencier les cellules
de la moelle osseuse de souris en BMDCs (Winzler et al. 1997). Les cellules J558 sont
cultivées dans du RPMI complet contenant du milieu Roswell Park Memorial Institute
1640 GlutaMAX" (Gibco™ by LifeTechnologies) supplémenté avec 10% de SVF (Gibco™ by
LifeTechnologies), 1% de Pénicilline-Streptomycine (Gibco™ by LifeTechnologies), 1% de
pyruvate de sodium (Gibco™ by LifeTechnologies) et 0,2% de 2-Mercaptoéthanol (Gibco”
by LifeTechnologies). Les cellules sont mises en culture a raison de 5.10° hybridomes dans
40mL de RPMI complet avec 1mg/mL de généticine (InvivoGen) pour sélectionner les cel-
lules exprimant le GM-CSF pendant 2 jours a 37°C, 5% COs. Les cellules adhérentes sont
ensuite grattées et centrifugées 10min a 1500rpm puis mises en culture comme précédem-
ment pendant deux cycles de sélection. Pour produire le GM-CSF, 3,5.10° cellules préala-
blement sélectionnées par la généticine sont mises en culture dans 70mlL de RPMI complet
pendant 7 jours a 37°C, 5% COs en absence de généticine. Le surnageant de culture
contenant le GM-CSF est alors récupéré, centrifugé 10min & 1500rpm, filtré & 0,22pm et
congelé a -80°C.

2.1.3 Cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse murine

Les cellules de la moelle osseuse sont extraites & partir de tibias et de fémurs de souris
femelles C57BL/6 agées de 8 & 10 semaines. Les extrémités des os sont coupées et du RPMI
complet est injecté a I'aide d’une seringue de ImL munie d’une aiguille de 26,5 Gauge pour
récupérer les cellules. Ces derniéres sont reprises aprés centrifugation (5min & 1500rpm)
dans 1mL de tampon de lyse (1,45M NH4Cl; 120mM NaHCOs; 1,26mM C19H16N2Os;
pH7,3) pendant 1min & température ambiante. Les cellules sont lavées, centrifugées et
comptées dans une cellule de Malassez en présence de bleu de trypan (Gibco™ by LifeTech-
nologies). Une fois comptées, ces cellules sont mises en culture dans des boites de Pétri
92x16mm a 5.10° cellules/boites dans 10mL de RPMI complet supplémenté de 10% de
GM-CSF a 37°C, 5% COas. A jours 4 et 7, les cellules faiblement adhérentes en suspension
sont récupérées par aspiration-refoulement puis lavées avec du PBS-2mM EDTA (SIGMA-
ALDRICH®) pendant 3min & 37°C. Ces cellules sont ensuite mises en culture dans les
mémes conditions que précédemment. A jour 10, les BMDCs sont récoltées par aspiration-

refoulement et lavées au PBS froid. Elles sont comptées en présence de bleu de trypan et
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Figure 30 — Expériences réalisées in vitro sur les BMDCs.

préparées pour les différentes expériences (Figure 30). Leur bonne différenciation (pour-
centage de cellules CD11c+ CMH-II+ supérieur a 80%) est vérifiée par cytométrie en flux

avant de les utiliser pour nos expériences (Annexe Figure 53 page 156).

2.1.4 Hybridomes T B3Z

Les hybridomes T B3Z rapporteurs sont des LTs CD8+ exprimant un TCR qui recon-
nait spécifiquement le peptide OVA (257-264) appelé SIINFEKL (SKLS8) présenté par
la molécule H-2KP caractéristique de la présentation antigénique par le CMH-I. La dé-
tection de l'activation du TCR suite & la liaison avec le peptide SKL8 présenté par la
moléculé H-2KP est possible grace a I'induction du géne rapporteur lacZ (codant pour la
B -galactosidase) sous le contrdle du promoteur de I'IL-2 (Hosken et al. 1990; Karttunen
et al. 1992). L’ajout du substrat de la B-galactosidase (CPRG : ChloroPhenol Red-3-D-
Galactopyranoside) permet de quantifier 'activation du TCR par dosage colorimétrique.
Ces hybridomes B3Z permettent donc de mesurer la présentation de 1’épitope SKLS par la
molécule H-2KP & la surface des CPAs telles que les DCs.

Ces cellules non-adhérentes sont cultivées dans des flasques contenant du RPMI complet
a une concentration de 5.10* hybridomes/mL a 37°C, 5% COq et sont maintenues en culture

par dilution au 1/10¢ tous les deux jours.

2.2 Souches parasitaires et culture

Dans ce projet, les parasites utilisés sont de type I RH ou de type II Pru au stade tachyzoite.
Les parasites sont cultivés par infections successives de cellules HFF confluentes dans du
DMEM complet a 37°C, 5% COs sous atmosphére humide. Les tachyzoites sont récoltés

soit aprés lyse naturelle des cellules HFF ou bien par lyse mécanique du tapis cellulaire en
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grattant les cellules infectées puis en les passant successivement dans une seringue munie
d’une aiguille 18 Gauge et d’'une autre de 27 Gauge pour lyser les HFF et rompre la
MVP. La solution est ensuite filtrée grace a une membrane en polycarbonate de 3pm de
porosité (GE Healthcare) et les parasites sont comptés en cellule de Malassez pour réaliser
les infections in wvitro ou in vivo. Les cultures parasitaires sont réguliérement testées pour
la présence de mycoplasmes a 'aide du kit MycoAlert™ mycoplasma detection kit (Lonza).

Le détail des génotypes des souches utilisées est répertorié dans la Table 6.

Souche Génotype Origine
RH Luc GFP RHA Hzgprt GFPprom gra2 R, [yCprom tubl J.Boothroyd
Pru Luc GFP Pru A7 A Hzgprt GFPprom gra2 R, y(Cprom tubl J.Boothroyd

Pru Tomato SAG1-Ova  PruA Hzgprt tdTOMATQpro™ tub SAGIAGPI-  Schaeffer et al 2009

Ova[140—386]pr0m tub/3’utr dhfr + BLE

TABLE 6 — Liste des souches de T. gondi: utilisées.

e Les souches RH Luc GFP et Pru Luc GFP expriment constitutivement la protéine

fluorescente GFP (Green Fluorescent Protein) et ’enzyme luciférase.

e La souche Pru Tomato SAG1-Ova a été génétiquement modifiée pour exprimer et
sécréter de maniére constitutive la protéine soluble OVA dans la lumiére de la VP
(Schaeffer et al. 2009). Le parasite exprime également constitutivement la protéine

fluorescente tdTomato (tandem Tomato).

Les parasites tués par la chaleur appelés Heat Killed (HK) correspondent aux parasites
Pru Tomato SAG1-Ova incubés 20 min a 56°C.

2.3 Stimulation ou infection des BMDCs

Les BMDCs sont déposées 4h avant l'infection en boite de Pétri, plaques 6 puits ou 96
puits selon Pexpérience réalisée. Aprés 16h d’incubation, différentes MOI (Multiplicity Of
Infection, nombre de parasites pour une cellule) ont été testées. Une MOI de 4 aboutit a
un taux d’infection de 80% pour les souches de type II sans mort cellulaire des BMDCs
alors qu'une MOI de 2 pour la souche de type I aboutit & ce méme taux d’infection de
80% (Annexe Figure 53 page 156 et 54 page 156). Ce taux d’infection est donc optimal
pour tester la modulation des réponses des BMDCs a l'infection et a donc été choisi pour
I’ensemble des expériences in vitro présentées dans ce manuscrit.

Comme contréle positif d’activation de la réponse UPR, les BMDCs ont été incubées
avec de la tunicamycine (TN) (SIGMA-ALDRICH®) & une concentration finale de 1pg/mL

pendant 16 heures.
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L’inhibiteur 4p8C (4-methyl umbelliferone 8-Carbaldehyde) (SIGMA-ALDRICH®) per-
met d’inhiber les activités de la protéine IRE1 en bloquant 1’épissage de 'TARNm Xbp! et
I’activité RIDD. Les BMDCs ont été incubées avec du 4p8C & une concentration finale de
10pM final (Cross et al. 2012).

2.4 Phénotype des BMDCs et mesure du taux d'infection par cytométrie

en flux

Ces expériences sont réalisées a 4°C a ’abri de la lumiére. Aprés infection, les cellules sont
lavées deux fois au PBS 1X/1% BSA (Bovine Serum Albumin; SIGMA-ALDRICH®) froid
puis les culots cellulaires sont repris dans 50pL de PBS 1X/1% BSA/1% Fc Block (BD
Pharmingen™). Aprés 10min d’incubation, une solution de PBS 1X contenant un marqueur
de viabilité cellulaire (Aqua LIVE /DEAD émettant & 405 nm, 1/100°™, Molecular Probes®
by life technologies™), anticorps anti-CD11c, un anticorps détectant les molécules de co-
stimulation ou de présentation antigénique (anti-CD80, anti-CD86, anti-CMH I, anti-I-A /I-
E PE) est ajouté (Table 7). La plaque est incubée 30min puis lavée trois fois avec 200nL
de PBS 1X/0,1% BSA froid avant la fixation des cellules (Fixation buffer BioLegend®)
pendant 20min. Par la suite, la plaque est centrifugée 3min & 400g et lavée deux fois avec
200pL de PBS 1X/0,1% BSA froid. Les culots cellulaires sont repris dans 200pL. de PBS
1X/0,1% BSA froid et la plaque est conservée a 4°C jusqu’a 'analyse. Le cytomeétre utilisé
est I’Attune NxT" (ThermoFisher SCIENTIFIC) et 'analyse est réalisée a I'aide du logiciel
FlowJo10.

Anticorps Fluorochrome Clone Dilution Origine

Anti-mouse CD11lc  APC N418 1/500°me BioLegend®
Anti-mouse CD80 PE ou FITC 16-10A1 1/1500%m¢  BioLegend®
Anti-mouse CD86 PE ou FITC GL-1 1/15008me BioLegend®
Anti-mouse H-2KP PE ou FITC AF6-88.5.5.3  1/500°me BioLegend®
Anti-mouse I-A/I-E  PE ou FITC M5/114.15.2  1/1500%™°  BioLegend®

TABLE 7 — Liste des anticorps utilisés en cytométrie en flux pour les expériences
in vitro.

2.5 Analyse de la quantité de transcrits de génes d’intérét par RT-qPCR
dans des BMDCs infectées

Afin d’estimer la quantité relative de transcrits de génes d’intérét au sein de BMDCs in-
fectées ou ayant subi différents traitements, une approche de RT-qPCR est utilisée. Pour
cela, 'ARN total de cellules est extrait a partir de 5.105 BMDCs avec le kit RNeasy®
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Mini kit (QIAGEN). Aprés dosage au NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific”), une quantité
identique d’ARN pour chaque condition est traitée a la DNase I (SIGMA-ALDRICH®)
6min a température ambiante pour éliminer toute contamination ADN. La qualité des
ARN est alors vérifiee au Bioanalyzer 2100 (Agilent) & 'aide du kit Agilent RNA 6000
Nano Chips kit (Agilent technologies) (Annexe Figure 55 page 157) et les échantillons
sont stockés a -80°C. Pour réaliser les PCR quantitatives (qPCR), ’ADN complémentaire
(ADNc) est synthétisé a partir de 'ARN traité a la DNase I en utilisant le kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems™ by life technologies) selon
les recommandations du fabricant. Les primers utilisés pour les réactions de qPCR ont
été générés a l'aide du programme informatique Primer3Plus (https://primer3plus.com/)
ou tirés de la bibliographie et sont répertoriés dans la Table 8 page suivante. La spé-
cificité des primers est vérifiée par alignement de séquences sur NCBI Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov /tools/primer-blast/). Les réactions de qPCR sont réali-
sées en présence de SYBR™ Select Master Mix (Applied Biosystems™ by life technologies),
2uM de primers Forward et Reverse et 50ng d’ADNc sur le QuantStudio 12K Flex Real-
Time PCR system (Applied Biosystems™ by life technologies) avec le cycle PCR suivant :
50°C 2min, 95°C 10min, [95°C 15sec, 60°C 1min| x40, 95°C 15sec, 60°C 1min, 95°C 15sec.
Pour chaque géne étudié dans une condition donnée, la réaction de qPCR est réalisée en
duplica techniques et la modulation de la quantité relative de transcrits est étudiée avec un
minimum de trois expériences biologiques indépendantes. La quantité relative de transcrits

d’un géne donné est normalisée au géne de ménage Gapdh.

Réf NCBI Transcrit Primer 5’ Séquence 3’

NM 009716.3 Activating Transcription Atf4 Fwd ATGGCCGGCTATGGATGAT
Factor 4 Atf4 Rev CGAAGTCAAACTCTTTCAGATCCATT

NM_001081304.1 Activating Transcription Atf6 Fwd TGGGTTCGGATATCGCTGTG
Factor 6 Atf6 Rev GGTTCTCTGACACCACCTCG

NM 015740.3 Biogenesis of lysosomal Blocl1sl Fwd CACCCAGCCAGACTCGAC
organelles complex-1, sub-  Bloclsl Rev GCAGCGATAGCTTCTCTCCTC
unit 1

NM 007837.4 DNA Damage Inducible Ddit3 Fwd CCACCACACCTGAAAGCAG
Transcript 3 Ddit3 Rev TCCTGCAGATCCTCATACCAG

NM 013760.4 DnaJ heat shock protein Dnajb9 Fwd TAAAAGCCCTGATGCTGAAGC
family (Hsp40) member B9  Dnajb9 Rev TCCGACTATTGGCATCCGA

NM 023913.2 Endoplasmic reticulum Ernl Fwd GCCGAAGTTCAGATGGAATC
to nucleus signalling 1 Ernl Rev ATCAGCAAAGGCCGATGA

NM 001289726.1 GlycerAldehyde 3 Phos- Gapdh Fwd ACAAAATGGTGAAGGTCGGTG
phate DeHydrogenase Gapdh Rev TGGCAACAATCTCCACTTTGC
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NM_001163434.1 Heat Shock Protein Hspab Fwd CCGAGGAGGAGGACAAGAAG
family A member 5 Hspab Rev CACATACGACGGCGTGATGC
NM_ 011631.1 Heat shock protein 90 Hsp90bl Fwd CAGTATGGATGGTCTGGCAAC
beta, member 1 Hsp90bl Rev ACGTTTTCTTTTGACTGGCATAG
NM 022331.1 Homocysteine inducible Herpudl Fwd AGCAGCCGGACAACTCTAAT
ER protein with ubiquitin  Herpudl Rev CTTGGAAAGTCTGCTGGACA
like domain 1
NM _ 008337.4 Interferon gamma Ifn-g Fwd CAGCAACAGCAAGGCGAAA
Ifn-g Rev TTCCTGAGGCTGGATTCCG
NM_ 031168.2 Interleukin 6 11-6 Fwd ACCACGGCCTTCCCTACTTC
1-6 Rev TCCACGATTTCCCAGAGAACA
NM 001303244.1 Interleukin 12b, 1-12b Fwd ACCAAATTACTCCGGACGGT
subunit p40 1-12b Rev TGGTCCAGTGTGACCTTCTC
NM 031252.2 Interleukin 23a, 11-23a Fwd CCAGCAGCTCTCTCGGAATC
alpha subunit p19 I1-23a Rev AAGCAGAACTGGCTGTTGTC
NM _008654.2 Protein phosphatase 1, Ppplrl5a Fwd ACGATCGCTTTTGGCAAC
regulatory (inhibitor) sub- Ppplrlba Rev CTCCAGTGCAGGACATGCT
unit 15A
NM_016906.4 Sec61 alpha 1 subunit Sec6lal Fwd CTATTTCCAGGGCTTCCGAGT
Sec6lal Rev AGGTGTTGTACTGGCCTCGGT
NM_ 013693.3 Tumor necrosis factor a Tnf-a Fwd CTGTAGCCCACGTCGTAGC
Tnf-a Rev TTGAGATCCATGCCGTTG
NM 001271730.1 X-box binding Xbpls Fwd AAGAACACGCTTGGGAATGG
protein 1 spliced Xbpls Rev CTGCACCTGCTGCGGAC

TABLE 8 — Liste des primers utilisés en qPCR pour les expériences in vitro et

in vivo.

2.6 WB sur extraits protéiques totaux de BMDCs infectées

Afin d’étudier la modulation de la production des protéines de la réponse UPR, des ex-
périences de WB ont été réalisées. Les BMDCs sont mises en culture & une quantité de
2.10° par puits dans une plaque 96 puits et sont incubées pendant 1, 2, 4, 6 et 16h a 37°C
avec des parasites & une MOI de 4. Aprés infection, les cellules sont placées dans la glace,
décollées et centrifugées 5min & 1500rpm 4°C. Des culots constitués de 1.106 BMDCs sont
repris dans 100pL de tampon de lyse (150mM NaCl; 20mM TrisHCl; 1mM EDTA; 1%
Triton 100X) complémenté avec 10% d’inhibiteurs de phosphatases (PhosSTOP™ Roche)
et 1% d’inhibiteurs de protéases (PROTEOLOC™) pendant 30min a 4°C. Les échantillons
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sont centrifugés a 14000rpm 10min a 4°C et les surnageants sont congelés a -80°C. Avant
utilisation, les échantillons sont dénaturés Hmin & 95°C en présence de tampon de charge
Laemmli 5X (140mM TrisHCl pH6,8; 25% glycérol; 10% SDS; 5% [-mercaptoéthanol;
10mM DTT; 0,1% bleu de bromophénol) puis 20pnL. d’extrait protéiques (soit 2.10° cel-
lules) sont déposés par puits dans un gel d’acrylamide (6 ou 10%) dans une cuve Mini
Trans-Blot® Cell Module (BIO-RAD). Aprés 1h30 de migration 4 100V dans un tampon
Tris-Glycine SDS 1X (EUROMEDEX), les protéines sont transférées sur une membrane
de nitrocellulose pendant 1h20 & 100V dans du tampon de transfert 1X (25mM Tris; 0,2M
glycine; 0,2% SDS et 20% éthanol) puis la membrane est saturée dans une solution de BSA
5% dans du tampon TBS-T 1X (20mM Tris & pH 7,5; 150mM NaCl et 0,1% Tween 20)
pendant 45min & température ambiante. La membrane est ensuite incubée une nuit a 4°C
avec Panticorps primaire (Table 9). Le lendemain, aprés plusieurs lavages, la membrane est
incubée avec I'anticorps secondaire (couplé a la peroxydase de Raifort HRP) dans du TBS-
T 5% lait. La révélation est réalisée avec le kit Pierce” ECL Western Blotting Substrate
ou le kit SuperSignal” West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific”)
et le résultat est lu avec I'imageur ChemiDoc™ XRS+ (BIO-RAD).

Anticorps Clone Dilution Origine

Anti-mouse GADD 153 B-3 1/5008me Santa Cruz®

Anti-rabbit eIlF2a 1/1000°me Cell Signaling TECHNOLOGY®
Anti-rabbit GAPDH D16H11 1/1000%™ Cell Signaling TECHNOLOGY®
Anti-rabbit IREla 14C10 1/1000%me Cell Signaling TECHNOLOGY®
Anti-rabbit Phospho-elF2a (Ser51) 1/1000°™¢  Cell Signaling TECHNOLOGY®
Anti-rabbit PERK C33E10  1/1000°™e Cell Signaling TECHNOLOGY®
Anti-rabbit XBP1s 83418 1/1000°me Cell Signaling TECHNOLOGY®

TABLE 9 — Liste des anticorps utilisés en WB.

2.7 ELISA réalisé avec le surnageant de BMDCs infectées

Afin de quantifier la sécrétion, par les BMDCs, des interleukines IL-6, 1L-12p40 et IL-
23p19, le surnageant de BMDCs infectées ou non est collecté aprés 6h ou 16h d’infection
et stocké a -80°C. Les ELISA sont réalisés suivant les protocoles des fabricants des kits IL-
12/1L-23p40 (Total) Mouse Uncoated ELISA kit (Invitrogen by Thermo Fischer Scientific),
IL-6 Mouse Uncoated ELISA kit (Invitrogen by Thermo Fischer Scientific) et Mouse 1L-23
DuoSet® ELISA (R&D SYSTEMS®). Les plaques sont analysées avec le Spark® 10M
(TECAN).
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2.8 Mesure de la présentation antigénique de BMDCs infectées

Pour évaluer la capacité des BMDCs infectées & présenter ’antigéne OVA-SKLS8 en com-
plexe avec les molécules du CMH-I présentes a la surface des cellules, les BMDCs sont mises
en plaque 96 puits a fond plat & une concentration de 5.10* BMDCs/puits pendant 4h. Elles
sont ensuite infectées avec la souche Pru Tomato SAG1-Ova avec une MOI variant de 0,01
a 2 et incubées a 37°C sous 5% CO9 durant 6h. Le taux d’infection est également quan-
tifié en préparant une plaque indépendante selon les mémes conditions que celles utilisées
pour la mesure de la présentation antigénique. Le pourcentage de cellules infectées aux
différentes MOI utilisées est déterminé par cytométrie en flux comme précédemment décrit
dans la partie 2.4 page 89. En paralléle, 'aptitude des BMDCs a présenter de maniére
exogeéne le peptide SKL8 est controlée en les incubant 1h (avant ajout d’hybridomes) avec
des concentrations croissantes (2,4pM a 5nM) de peptide synthétique SKL8 qui se fixera
directement sur les molécules H-2KP présentes a la surface des cellules. Les hybridomes
B3Z sont déposés a raison de deux hybridomes par cellule pendant 16h a 37°C 5% COs.
Aprés centrifugation des plaques 2min a 2200rpm, 200pL de CPRG (pour 1L de PBS :
91mg de CPRG Roche; 1,25mL de NP-40 et 9mL de MgCly 1M) est ajouté par puits
pour détecter 'activation du TCR des hybridomes par dosage colorimétrique. Les plaques
sont incubées & 37°C et lorsque les puits passent d’une couleur jaune au violet, elles sont
mesurées toutes les heures & 595nm et 655nm (pour éliminer le bruit de fond) au Spark®
10M (TECAN) jusqu’a saturation du signal (Figure 31).

Exogenous stimulation L [ o 4 Parasite stimulation

Add WT, KO or treated BMDCs

1
Add peptides 1h before e & SAG] SKiB
hybridomas : Add parasites 4h after BMDCs E

SKL8 peptides ey

B3z 832 B3Z

B3Z |
Teos Tcos Tcos Hybiom > Q
TCD8 I

Incubation with hybridomas during 16h

puple T
TCR activation

1
i
1 &
] Pru SAG1-SKL8 soluble
! Infection during 6h

1

1

CMH |
TCR

yellow

595-655nm detection ~ CPRG

B-gal

Figure 31 — Schéma expérimental de la mesure de la présentation antigénique
des BMDCs.
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2.9 Immunofluorescence indirecte sur fibroblastes et BMDCs infectés

Pour favoriser ’adhésion des BMDCs, les lamelles sont recouvertes de poly-L-lysine (SIGMA-
Aldrich®) pendant 30min & température ambiante puis sont lavées trois fois avec de I'eau
stérile avant d’étre séchées. Les lamelles sont ensemencées avec 2.10° BMDCs/lamelles
pendant une nuit pour ensuite étre infectées a une MOI de 2 pendant 16h. Les lamelles
sont fixées avec 1% de paraformaldéhyde (PAF) (EUROMEDEX) pendant 20min suivi de
trois lavages au PBS 1X. L’action du PAF est neutralisée avec du PBS 1X/50mM NH,Cl
pendant 15min & température ambiante. Les cellules sont perméabilisées avec du PBS
1X/0,1% Triton pendant 3min, lavées plusieurs fois au PBS 1X avant d’étre saturées avec
du PBS 1X/1% BSA pendant 30min. L’anticorps primaire monoclonal de souris anti-
KDEL (1/50°¢ 10C3; Enzo® Life Sciences) et secondaire anti-souris sont dilués dans du
PBS 1X/0,1% BSA. L’anticorps primaire est incubé pendant une nuit a 4°C dans une
chambre humide, avant d’étre remplacé durant 45min par ’anticorps secondaire couplé a
I’Alexa594 et du DAPI (4”,6-Diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride Eurogentec), un
intercalant de ’ADN permettant de marquer les noyaux des parasites et des BMDCs. Les
lamelles sont ensuite montées au Mowiol et conservées a 4°C avant d’étre observées au

microscope confocal LSM880 (Zeiss).

3 Expérimentation in vivo

3.1 Infection des souris

Les souris sauvages C57BL/6 de Janvier Labs® et les souris ERAT agées de 8 & 10 semaines
ont été injectées en i.p avec 1000 parasites de la souche Pru Tomato SAG1-Ova et sacri-
fies 6 jours post-infection. Les souris C57BL/6 XBP1%/# IRE1%/f C57BL/6 XBP1ADC
IRE1tweDC agées de 8 a4 10 semaines sont injectées avec 500 parasites de la souche Pru
Tomato SAG1-Ova également en i.p. Les souris sont sacrifiées 6 jours post-infection sauf
pour la courbe de survie ou elles sont euthanasiées lorsque les points limites validés par le
comité d’éthique sont atteints.

La rate, le sérum et le liquide intra-péritonéale (PEC, Peritoneal Exudate Cells) sont
prélevés a chaque infection pour réaliser les différentes expériences (Figure 32 page suiv-

ante).

3.2 Analyse de la dissémination parasitaire et étude de |'expression de trans-

crits murin

Aprés prélévement, la rate est conservée dans une solution de RNAlater™ stabilization
(Invitrogen by Thermo Fischer Scientific) a -20°C. Avant U'extraction d’ADN ou d’ARN,
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Figure 32 — Expériences réalisées in vivo. La rate, le sérum et le PEC sont prélevés
des souris C57BL/6 XBP1%/# IRE1%/f, C57BL/6 XBP1ADC IRE1%""*DC 6 jours post-
infection. Ces prélévements permettent de réaliser différentes expériences : 'extraction
de ’ADN de la rate et du PEC permet de quantifier le nombre de parasites par organe
(cf 3.2.1) alors que 'extraction d’ARN permet d’estimer la quantité de transcrits de cer-
taines cytokines dans la rate (cf 3.2.2 page suivante). La sécrétion des cytokines est quant
a elle étudiée par un dosage immunologique a base de billes (CBA) et par ELISA (cf 3.3
page suivante). L’étude des DCs et des LTs est également réalisée (cf 3.5 page 97).

l'organe est placé dans 1mL de tampon RA1 Lysis buffer ( MACHEREY NAGEL) contenant
10pL de 2-Mercaptoéthanol (SIGMA-ALDRICH®) pour pouvoir étre broyé a l'aide du
Kinematica™ Polytron™ PT1200E. Le lysat est alors utilisé au 1/5°™¢ pour les extractions

d’ADN et d’ARN et le surplus est congelé 4 -20°C pour des analyses futures.

3.2.1 Quantification du nombre de parasites dans la rate et le PEC

Afin de quantifier le nombre de parasites par organe, reflétant & un temps donné la capacité
de dissémination et de réplication, ’ADN de la totalité du liquide intra-péritonéal récolté et
1/5°m¢ du broyat de rate est extrait avec le kit NucleoSpin Tissue (MACHEREY NAGEL)
puis dosé au NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific”). Les réactions de qPCR. sont réalisées
avec le SYBR" Select Master Mix (Applied Biosystems™ by life technologies), 2uM de
primers Forward et Reverse TOX9-TOX11 correspondant & I’amplification d’une séquence
répétée non transcrite dans le génome de 7. gondii (Reischl et al. 2003) et 20ng d’ADN
en utilisant le QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR system (Applied Biosystems™ by life
technologies) avec le cycle PCR suivant : 50°C 2min, 95°C 10min, [95°C 15sec, 60°C 1min]
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x40, 95°C 15sec, 60°C 1min, 95°C 15sec.
TOX9 : 5-AGGAGAGATATCAGGACTGTAG-3’
TOX11 : 5-GCGTCGTCTCGTCTAGATCG-3’

Les expériences sont réalisées en triplica techniques sur six souris minimum. Le nombre
de parasites par rate et dans le PEC est estimé a ’aide de ’équation obtenue avec la courbe
d’étalonnage qui établit un nombre de cycles qPCR (Ct) en fonction du log d’un nombre

connu de parasites Pru Tomato SAG1-Ova (Annexe Figure 56 page 158).

3.2.2 Analyse de la quantité de transcrits de génes d’'intérét dans la rate de

souris infectées

Pour estimer la quantité relative de transcrits de génes d’intérét dans la rate, '’ARN total
provenant du 1/5°m¢ de la rate est extrait et traité a la DNase I avec le kit NucleoSpin
RNA (MACHEREY NAGEL) selon le protocole du fabricant. Les ARN traités a la DNase
I sont dosés au NanoDrop” 2000 (Thermo Scientific”) et stockés a -80°C. Pour réaliser
les expériences de qPCR, ’ADNc est synthétisé & partir d’'une quantité identique d’ARN
traité a la DNase I en utilisant le kit SuperScript” VILO" ¢cDNA Synthesis kit (Invitrogen
by Thermo Fischer Scientific) selon les recommandations du fabricant. Les primers utilisés
pour les réactions de qPCR sont générés et vérifiés comme décrit dans la partie 2.5 page 89
et sont répertoriés dans la Table 8 page 91. Les réactions de qPCR sont réalisées en
présence de SYBR™ Select Master Mix (Applied Biosystems™ by life technologies), 2pnM
de primers Forward et Reverse et 20ng d’ADNc sur le QuantStudio 12K Flex Real-Time
PCR system (Applied Biosystems" by life technologies) avec le cycle PCR suivant : 50°C
2min, 95°C 10min, [95°C 15sec, 60°C 1min| x40, 95°C 15sec, 60°C 1min, 95°C 15sec. Pour
chaque géne étudié dans une condition donnée, la réaction de qPCR est réalisée en duplica
techniques avec un minimum de quatre souris. La quantité relative de transcrits d’un géne

donné est normalisée au géne de ménage Gapdh.

3.3 Analyse des cytokines du sérum

La quantification de la concentration en cytokine dans le sérum des souris infectées est
effectuée avec le kit LEGENDplex" Mouse Inflammation Panel 13-plex (IL-la, IL-13, IL-
6, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-23, IL-27, MCP-1, IFN-B, IFN-y, TNF-a, et GM-CSF)
(BioLegend®) selon les recommandations du fabricant. Les échantillons sont lus sur le
cytométre BD FACSCanto™ IT et analysés sur le logiciel LEGENDplex" v8.0. La concen-
tration en IL12-p40 est détectée avec le kit 1L-12/1L-23p40 (Total) Mouse Uncoated ELISA
kit (Invitrogen by Thermo Fischer Scientific) et analysée avec le Spark® 10M (TECAN).
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3.4 Extraction des splénocytes de la rate

La rate prélevée est perfusée en injectant 1mL d’une solution de PBS 2% SVF contenant
Img/mL de collagenase (SIGMA-ALDRICH®) et 2jg/mL de DNase I (Roche) pendant
20min a 37°C dans une boite de Pétri. Aprés incubation, la rate est placée sur un filtre
de monofilaments polyamide PA 90/35 (SAATI) et écrasée avec le piston d’une seringue.
L’ajout de PBS 2% SVF dans la boite de Pétri permet de récupérer un maximum de cellules
puis cette solution est passée sur un second filtre de monofilaments avant d’étre centrifugée
8min & 1400rpm & 4°C. Le culot cellulaire est repris dans le tampon Red Blood Cell
Lysing Buffer Hybri-Max" (SIGMA-ALDRICH®) et incubé 6min & température ambiante.
La solution est a nouveau filtrée, centrifugée comme précédemment et les cellules sont

comptées en présence de bleu de trypan.

3.5 Analyse phénotypique des DCs et des LTs issus de la rate de souris
infectées

Apres 6 jours d’infection, la rate est prélevée et les splénocytes sont extraits (cf 3.4). Les
cellules sont lavées deux fois au PBS 1X/1% BSA froid. Les culots cellulaires sont repris
dans du PBS 1X/1% BSA /1% Fc Block (BD Pharmingen™). Aprés 10min d’incubation,
différentes solutions d’anticorps diluées dans du PBS 1X sont ajoutées selon le marquage

souhaité :

e Marquage DCs : marqueur de viabilité cellulaire (Zombie Violet™ Fixable Viabili-
ty kit, 1/500°™¢, BioLegend®), anticorps anti-CD45, anti-CD3, anti-CD11c, anti-I-
A/T-E, anti-CD8ua et anti-CD80, anti-CD86, anti-H-2KP ou anti-H-2KP-SIINFEKL
(Table 10 page suivante). Les cellules sont incubées 30min puis lavées deux fois au
PBS 1X/0,1% BSA froid avant d’étre analysées au cytomeétre Attune NxT" (Ther-
moFisher SCIENTIFIC). Ces marquages permettent de déterminer le nombre, la
fréquence des DCs CD8o-/+ par rate et d’apprécier 'expression des molécules de co-
stimulation (CD80 et CD86) et de présentation antigénique (H-2KP et le complexe
H-2KP-SIINFEKL) dans ces populations. La stratégie de gating est représentée dans
I’Annexe Figure 57 page 159.

e Marquage LTs : marqueur de viabilité cellulaire (Zombie Violet™ Fixable Viability
kit, 1/500°"¢ BioLegend®), anticorps anti-CD45, anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8«
(Table 10 page suivante). Les cellules sont incubées 30min puis lavées deux fois au
PBS 1X/0,1% BSA froid avant fixation (Fixation buffer BioLegend®) pendant 20min
4 4°C. Par la suite, les cellules sont centrifugées 3min & 400g & 4°C et lavées deux fois
avec 200pL de PBS 1X/0,1% BSA froid. Les culots cellulaires sont repris dans 200pL
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de PBS 1X/0,1% BSA froid et la plaque est conservée a 4°C jusqu’au marquage in-
tracellulaire. Pour détecter 'IFN-y dans les LTs, les cellules fixées sont reprises dans
le tampon Intracellular Staining Permeabilization Wash Buffer 1X (BioLegend®) et
centrifugées bmin a 400xg. Cette étape est répétée trois fois. Le culot cellulaire est
ensuite repris dans le tampon précédent avec 'anticorps anti-IFN-y (Table 10) et
incubé 20min a température ambiante. Cette étape est suivie de trois lavages avec
le tampon Intracellular Staining Permeabilization et les cellules sont diluées dans
du PBS avant d’étre analysées au cytométre Attune NxT" (ThermoFisher SCIEN-
TIFIC). Ces marquages permettent de déterminer le nombre, la fréquence des LTs
CD4+ et CD8+ par rate et d’évaluer leur activation en détectant l’expression de

IIFN-y. La stratégie de gating est représentée dans I’Annexe Figure 58 page 159.

L’analyse est réalisée a ’aide du logiciel FlowJo10.

Anticorps Fluorochrome Clone Dilution Origine

Anti-mouse CD3 PE/CyT7 17A2 1/5008me BioLegend®
Anti-mouse CD4 AF700 GK1.5 1/1500°™¢  BioLegend®
Anti-mouse CD8a BV605 53-6.7 1/300%me BioLegend®
Anti-mouse CD11c APC N418 1/1008me BioLegend®
Anti-mouse CD45 APC-Cy7 30-F11 1/500°8me BioLegend®
Anti-mouse CD80 PE 16-10A1 1/5000°™¢  BioLegend®
Anti-mouse CD86 PE GL-1 1/5000°™¢  BioLegend®
Anti-mouse H-2KP PE AF6-88.5.5.3  1/500°™e BioLegend®
Anti-mouse H-2KP-SIINFEKL PE 25-D1.16 1/1008me BioLegend®
Anti-mouse I-A/I-E PE ou FITC M5/114.15.2  1/5000°™¢  BioLegend®
Anti-mouse IFNy PE XMG1.2 1/2008me BioLegend®

TABLE 10 — Liste des anticorps utilisés en cytométrie en flux pour les expériences
in vivo.

3.6 Analyse des DCs CD8a -/+ dans les souris ERAI

Les souris ERAI permettent de détecter 'activation de la protéine XBP1s par cytométrie
en flux grace a la production d’une protéine chimérique XBP1-VenusFP. Aprés 6 jours
d’infection, la rate est prélevée et les splénocytes sont extraits (cf 3.4 page précédente).
Les cellules sont lavées deux fois au PBS 1X /1% BSA froid. Les culots cellulaires sont repris
dans du PBS 1X/1% BSA /1% Fc Block (BD Pharmingen™). Aprés 10min d’incubation,

une solution de PBS 1X contenant un marqueur de viabilité cellulaire (Live/Dead), des
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anticorps anti-CD45, anti-Ly6C, anti-CD11b, anti-CD64, anti-CD3eCD19, anti-CDl1lc,
anti-I-A/I-E, anti-XCR1 et anti-CD172a sont ajoutés. Les cellules sont incubées 30min
puis lavées deux fois au PBS 1X/0,1% BSA froid avant d’étre analysées au cytomeétre
BD LSR Fortessa™. L’analyse est réalisée a 'aide du logiciel FlowJol0 par détection de
la fluorescence Venus émise par la protéine chimérique XBP1s-VenusFP dans les cellules
vivantes CD45+ Ly6C- CD11b- CD64- CD3eCD19- CD1lc+ I-A/I-E+ (XCR1+ CD172a-
pour les ¢cDCl1s) ou (XCR1- CD172a+ pour les cDC2s).

3.7 Tri des DCs CD8a+ issues de la rate

Les rates des souris sauvages C57BL/6 de Janvier Labs® infectées depuis 6 jours sont
prélevées et les splénocytes sont extraits (cf 3.4 page 97). Les cellules sont lavées deux fois
au PBS 1X /1% BSA froid. Les culots cellulaires sont repris dans du PBS 1X /1% BSA /1%
Fc Block (BD Pharmingen™). Aprés 10min d’incubation, une solution de PBS 1X con-
tenant un marqueur de viabilité cellulaire (Zombie Violet™ Fixable Viability kit, 1/500%™¢,
BioLegend®), I'anticorps anti-CD45, anti-CD3, anti-CD11c, anti-I-A /I-E et anti-CD8u est
ajoutée (Table 10 page précédente). Les cellules sont incubées 30min puis lavées deux fois
au PBS 1X/0,1% BSA froid avant d’étre reprises dans du RPMI a une concentration de
30.109 cellules/mL. Le tri des DCs CD8u+ s’effectue sur le cytométre BD FACSAria™ I11
et la stratégie de gating représentée dans 1’Annexe Figure 59 page 160. Afin d’étudier
Pexpression de certains transcrits dans les cellules triées, les ARN sont extraits avec le kit
RNeasy® Micro kit (QIAGEN) et I’étude de la quantité de transcrits est réalisée par des
expériences de RT-qPCR comme précédemment décrit dans la partie 3.2.2 page 96.

4 Analyses statistiques

Les graphiques représentant les résultats obtenus ont été générés avec le logiciel Graph Pad
Prism 7.0 (San Diego, California USA). Les analyses statistiques ont été réalisées avec le
test de student, le test One-way ANOVA Tukey’s ou le test Two-way ANOVA Tukey’s et

le test Log-rank (courbe de survie).
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Résultats

1 Modulation de la réponse UPR in vitro

1.1 T. gondii induit le recrutement du RE de I'h6te a la VP

T. gondii module activement son héte en sécrétant de nombreux effecteurs parasitaires
qui détournent certaines voies de signalisation impliquées dans les réponses immunitaires,
métaboliques, dans le cycle cellulaire et 'apoptose (Hakimi et al. 2017). Précédemment, il
a été décrit que des composants du hRE sont recrutés de maniére dépendante de Sec22b &
la VP, processus nécessaire pour stimuler la présentation antigénique croisée de ’antigéne
soluble OVA sécrété dans I'espace vacuolaire par les parasites transgéniques Pru Tomato
SAG1-Ova (Cebrian et al. 2011). Dans nos expériences, nous avons infecté des BMDCs
avec la souche de type II Pru Luc GFP et observé le recrutement du hRE. Par immunofluo-
rescence, le marquage du RE par la protéine KDEL a confirmé ’association précédemment
décrite du hRE a la VP (Figure A 33 page suivante) (Goldszmid et al. 2009). Ce processus
a également été détecté dans des fibroblastes humains infectés, dans lesquels des struc-
tures de type tubulaire positives pour KDEL ont été visualisées a l'intérieur de ’espace
vacuolaire a proximité des parasites (Figure B 33 page suivante). Ceci suggére donc que
I’association du hRE a la VP n’est pas spécifique aux cellules immunitaires et peut étre
déclenchée par le parasite pour assurer sa croissance ou sa survie. Cependant, il reste a
élucider si ce recrutement est stimulé par le parasite ou déclenché par ’héte. De plus,
I'impact du recrutement du hRE médié par T. gondii sur ’homéostasie du hRE n’a jamais

été étudié, notamment pour I'induction de la réponse UPR.

1.2 T. gondii induit I'activation de la voie IRE1oc/XBP1s dans les BMDCs

Tout d’abord, nous avons vérifié si Uinfection par T. gondii activait la réponse UPR.

Pour cela, nous avons infecté des BMDCs avec une souche de type II Pru pendant 16h et
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Figure 33 — Recrutement du hRE a la VP dans des BMDCs et des fibroblastes
infectés par T. gondii. Images d’'immunofluorescence représentant le marquage d’une

protéine résidente du hRE (KDEL) dans des BMDCs (A) et des fibroblastes humains
(B) infectés avec des parasites Pru Luc GFP (vert) pendant 16h. Les fleches blanches
(B) indiquent les tubules positifs pour le marquage de la protéine KDEL & l'intérieur de
I'espace vacuolaire. (Barres : 5pm).

analysé I'activation des voies IREla, PERK et ATF6 en mesurant l’expression de génes
cibles connus. En tant que contréle positif, nous avons stimulé les cellules avec de la TN,

un puissant inducteur pharmacologique du stress du RE.

Lors de l'infection par T. gondii, nous avons observé une augmentation de la quantité
de transcrits Xbpls et Dnajb9 (cible du facteur de transcription XBP1s, codant pour la
protéine ERdj4) (Figure A 34 page ci-contre). L’analyse par WB de BMDCs infectées
indique également une augmentation de la quantité de la protéine IREla, démontrant
l'activation de la voie IREla lors de linfection (Figure E 34 page suivante). Cepen-
dant, malgré 'activation de la protéine IREla, nous n’avons pas détecté de diminution
de la quantité de transcrits Bloc1s1, une cible "classique" de I'activité RIDD (Figure A 34
page ci-contre). De plus, contrairement a la stimulation par la TN (Figure 35 page 107),
I'infection par T. gondii n’induit pas une réponse UPR classique illustrée par le manque
d’expression des transcrits Hspad et Hsp90b1 (codant respectivement pour les chaperons
BiP et GRP94) et Sec61al ainsi que le manque d’induction des voies PERK et ATF6 (Fig-
ure A, B, C et D 34 page ci-contre). En effet, ni la phosphorylation de PERK (détectée
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Figure 34 — La voie IRE1a/XBP1s est activée dans des BMDCs infectées par
T. gondii. L’expression des geénes cibles de 'UPR (dans des BMDCs infectées pendant
16h par des parasites Pru ou incubées avec de la TN) a été analysée par RT-qPCR. Les
résultats sont exprimés en quantité relative d’ARNm ou en Log2 fold change comparé a
la condition BMDCs non infectée (NI) pour les voies IREla (A), PERK (B) et ATF6 (C)
et les chaperons du RE (D). Les résultats sont normalisés en fonction du géne de ménage
Gapdh. Unpaired Student T-test ns p>0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; mean + S.E.M
(n=3-14). E/ Analyse par WB de I'expression des protéines IREla, PERK et p-PERK,
p-elF2a et CHOP dans des BMDCs non infectées (NI), traitées a la tunicamycine (TN) ou
infectées par des parasites Pru a différents temps d’incubation. La protéine GAPDH a été
utilisée comme controle de dépot.

par le shift de la migration de la protéine observé dans la condition TN) ainsi que sa cible
elF2a, ni I'induction de 'expression de la protéine CHOP n’ont été détectées par WB dans
les BMDCs infectées (Figure E 34). Des résultats similaires ont été obtenus au niveau des
transcrits pour les effecteurs de la voie PERK (Atf4 et Ddit3 (codant pour la protéine
CHOP)) (Figure B 34), contrairement a la stimulation par la TN (Figure B 35 page 107).
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Il est également & noter que les taux d’expression des protéines p-PERK et p-elF2a sont
étonnamment élevés dans les BMDCs non stimulées et diminuent graduellement durant
I'infection (Figure E 34 page précédente). Un phénomeéne similaire a déja été décrit pour
la protéine p-elF2a dans les BMDCs stimulées avec du poly(I:C) (Clavarino et al. 2012a).
De plus, les DCs spléniques présentent également un taux élevé de p-elF2u a I’état basal
ce qui suggére qu’une régulation du taux de traduction des protéines est essentielle pour
réguler 'homéostasie des DCs (Clavarino et al. 2012a). Conformément au role de GADD34
dans l'inhibition de la phosphorylation de elF2a, nous avons remarqué une augmentation
du nombre de transcrits PppIrisa (codant pour la protéine GADD34) dans les BMDCs
infectées par T. gondii en I'absence d’activation de PERK (Figure B 35 page suivante).
Ce résultat est en adéquation avec des études antérieures rapportant que I'expression de
GADD34 peut avoir lieu indépendamment de 'activation de la réponse UPR (Dalet et al.
2017; Woo et al. 2009, 2012). De plus, 'infection par T. gondii induit une diminution de
I'expression des transcrits Atf6 et Herpudl (Figure C 34 page précédente), ce qui suggére
que le parasite module activement la voie ATF6 dans les BMDCs probablement par la
sécrétion d’effecteurs parasitaires, comme proposé dans une étude précédente impliquant
TgROP18 (M. Yamamoto et al. 2011).

En paralléle, nous avons pu mettre en évidence que la modulation de la réponse UPR
est identique lors de l'infection avec une souche de type I RH et une souche de type II Pru
hormis pour la voie ATF6 qui n’est diminuée que dans des BMDCs infectées par la souche
Pru (Figure 36 page 108). Ce résultat montre que la modulation des voies de signalisation
de I’héte peut étre dépendante des souches étudiées comme cela a pu étre mis en évidence

pour l'activité de certains facteurs de virulence (Hakimi et al. 2017).

2 Meécanismes liés a |I'activation de la voie IRElx
in vitro

2.1 La voie IRE1la/XBP1s régule la réponse cytokinique dans les BMDCs
infectées

II a déja été démontré que les facteurs de transcription de la réponse UPR (XBPls et
CHOP) régulent la réponse cytokinique dans les macrophages et les DCs aprés stimulation
par des agonistes des TLRs ou lors d’infections (Marquez et al. 2017; Martinon et al. 2010;
Mogilenko et al. 2019; Smith 2018). Par conséquent, nous avons examiné si I’activation
d’IREla médiée par T. gondii avait un impact sur la sécrétion de cytokines dans les
BMDCs. Pour cela, nous avons tout d’abord confirmé que 7. gondi: stimule la sécrétion
d’'TL-6 et d'IL-12 au cours de l'infection (Figure A 37 page 109). De plus, nos résultats
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Figure 35 — Activation de la réponse UPR dans des BMDCs stimulées par la
TN. L’expression des génes cibles de 'UPR dans des BMDCs stimulées par la TN pendant
16h a été analysée par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés en quantité relative d’ARNm
ou en Log2 fold change comparé aux BMDCs non infectées (NI) pour les voies IREla (A),
PERK (B) et ATF6 (C) et des chaperons du RE (D). Les résultats sont normalisés en
fonction du géne de ménage Gapdh. Unpaired Student T-test * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001; mean + S.E.M (n=3-14).

indiquent que, contrairement & I'IL-6 et 1'IL-12, des parasites de type II (mais pas de type
I, Figure 39 page 111) induisent spécifiquement I’expression et la sécrétion d’IL-23 (Figure
A 37 page 109). Ce résultat suggére que des voies de signalisation innées distinctes peuvent
étre impliquées dans la détection des parasites de type II par rapport a des parasites de
type L.

Pour établir le role d’XBP1s dans la production de cytokines, nous avons utilisé des
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Figure 36 — La modulation de la réponse UPR est similaire entre des BMDCs
infectées par des parasites de type I ou de type II hormis pour la voie ATF6.
L’expression des génes cibles de 'UPR dans des BMDCs infectées pendant 16h par des
parasites de type I (RH) ou une souche de type II (Pru) a été analysée par RT-qPCR.
Les résultats sont exprimés en quantité relative d’ARNm par rapport aux BMDCs non
infectées pour les voies IREla (A), PERK (B) et ATF6 (C) et les chaperons du RE (D).
Les résultats sont normalisés en fonction du géne de ménage Gapdh. Unpaired Student
T-test ns p>0,05; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; mean + S.E.M (n=3-14).

BMDCs issues de souris XBP1ADC dépourvues de protéine XBP1 spécifiquement dans
les cellules CD11c positives (Figure 38 page 110). Les BMDCs issues de souris XBP1%/1
(n’exprimant pas la Cre) ont servi de controles tout au long de cette étude (Osorio et
al. 2014; Tavernier et al. 2017). Nous avons constaté que la délétion de XBP1 dans des
BMDCs infectées par T. gondii réduit de maniére significative la production d’IL-6 et d’IL-
12 mais pas d’IL-23 par rapport aux BMDCs controles (Figure 37 page ci-contre). Il est
important de noter que la diminution de la production d’IL-6 et d’I.-12 dans les BMDCs
XBP1ADC n’est pas le résultat d’une infection parasitaire altérée, comme le montre le
taux d’infection équivalent entre les BMDCs provenant de souris controles et XBP1ADC
(Figure B 37 page suivante). Afin d’étudier si IREla contribue & la stimulation de la
sécrétion des cytokines dans les BMDCs infectées, nous avons utilisé des souris XBP1ADC

IRE1twneDC déficientes en XBP1 et présentant une isoforme tronquée de la protéine IRE1a
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Figure 37 — La sécrétion d’IL-6 et d’IL-12 est dépendante de la voie IRE1a dans
des BMDCs infectées. A/ Les sécrétions d'IL-6, d’IL-12 et d’IL-23 par des BMDCs
non infectées ou infectées par des parasites Pru ont été mesurées par ELISA aprés 6h ou
16h d’infection. Unpaired Student T-test * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; mean +
S.E.M (n=3-8). B/ Dot plot représentant ’expression des molécules CD11c et CMH-II &
la surface des BMDCs XBP1%/fi. XBP1ADC, XBP1¥/IRE1"/# et XBP1ADC IRE1t*"<DC
infectées par des parasites Pru pendant 16h. Graphique représentant le pourcentage moyen
de cellules CD11c+ CMH-II+ infectées (n=3-6). C/ Les sécrétions d’IL-6, d'IL-12 et d’'IL-
23 par des BMDCs XBP1%/f, XBP1ADC, XBP1VAIRE1Y® et XBP1ADC IRE1t<DC
non infectées ou infectées par des parasites Pru pendant 16h ont été mesurées par ELISA.
Two-way ANOVA Tukey’s multiple comparisons ns p>0,05; *** p<0,001; **** p<0,0001;
mean + S.E.M (n=3-6)

avec une fonction kinase préservée mais une activité endoribonucléasique altérée (Tavernier

et al. 2017). La réduction de la quantité d’'IREla (Figure 38 page suivante) n’a pas été
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corrélée a une diminution supplémentaire de la sécrétion d’I1L-6, d’IL-12 et d’IL-23 (Figure
C 37 page précédente). Ces données démontrent donc que 'activation d’'IRE1a induite par
T. gondii contribue de maniére sélective & la réponse cytokinique des BMDCs infectées via
I’activation d’XBP1s.

XBP1ADC
XBP1%1  XBP1ADC IRE1rueDC
N - + - + - +
130 e o — - —_— IRE1a

- |4-IRE1qi

55. . . |xBP1s
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Figure 38 — Vérification de ’expression protéique d’IREla et XBP1s dans des

BMDC:s issues des souris XBP1ADC et XBP1ADC IRE1t"»¢DC. Analyse par
WB de I'expression des protéines IREla et XBP1s dans des BMDCs non traitées ou traitées
a la TN issues de souris XBP1/, XBP1ADC ou XBP1ADC IRE1t'<DC.

2.2 L’activation de la réponse UPR et des réponses cytokiniques sont sous
le contrdle de la signalisation des PRRs

Pour établir si 'activation de la réponse UPR et la réponse cytokinique résultante sont
sous le controle de la signalisation des PRRs (comme démontré dans des études précédentes
(Martinon et al. 2010; Zeng et al. 2010)), différentes stratégies ont été menées. Dans un
premier temps, des parasites de type II tués par la chaleur (PruHK) ont été utilisés. Ces
parasites, qui sont phagocytés par les DCs, déclenchent la sécrétion d’IL-12 de maniére
dépendante de MyD88 et des TLRs mais ne peuvent induire de modulation des réponses
de ’hote par des effecteurs parasitaires sécrétés (Poncet et al. 2019). Nous avons également
utilisé des BMDCs issues de souris déficientes pour la protéine adaptatrice MyD88 (MyD88
KO) pour établir le role de cette signalisation dans la modulation de la réponse UPR et la
sécrétion de cytokines.

Nos données ont confirmé que l'internalisation des parasites PruHK par les BMDCs
stimule la sécrétion d’IL-6 et d'IL-12 & des niveaux plus élevés comparé & une invasion
active par des parasites vivants (Figure A et B 40 page 112). Il est intéressant de noter
que la production d’IL-23 est fortement réduite dans les BMDCs incubées avec des parasites
HK, au niveau transcriptionnel et protéique (Figure A et B 40 page 112), indiquant que

des parasites vivants sont nécessaires pour induire ’expression de cette cytokine. De plus,
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Figure 39 — L’expression et la sécrétion d’IL-23 est spécifique aux BMDCs in-
fectées par des parasites de type II. A/ L’expression des génes [I-6, 1I-12 et II-23
dans des BMDCs infectées pendant 16h par des parasites de type I RH ou de type II Pru
a été analysée par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés en quantité relative d’ARNm
comparé aux BMDCs non infectées. B/ Les sécrétions d'IL-6, d’IL-12 et d’IL-23 par des
BMDCs non infectées ou infectées par des parasites RH ou Pru pendant 16h sont mesurées
par ELISA. ANOVA Tukey’s multiple comparisons test ns p>0,05; * p<0,05; ** p<0,01;
i p<0,001; **** p<0,0001; mean + S.E.M (n=3-6).

de la méme maniére que pour des BMDCs infectées avec des parasites vivants, des BMDCs
provenant de souris XBPTADC incubées avec des parasites HK présentent une inhibition
drastique de la sécrétion d’IL-6 et d'IL-12 (Figure C 40 page suivante), ce qui indique
que la voie IREla est trés probablement déclenchée de maniére dépendante des PRRs
dans les BMDCs infectées par 1. gondii. Pour vérifier cette hypothése, nous avons dans
un premier temps étudié I'activation de 'UPR aprés l'internalisation de parasites HK. Nos
données indiquent que le taux de transcrits Xbp1s et Dnajb9 est augmenté dans des BMDCs
incubées avec des parasites HK et & des niveaux plus élevés par rapport & une incubation
avec des parasites vivants (Figure A 41 page 113). De plus, contrairement aux parasites
vivants, les parasites HK régulent positivement les génes codant pour les chaperons BIP,
GRP94 et Sec61 (Figure A et D 41 page 113), ainsi que les voies PERK et ATF6. En effet,
I'internalisation des parasites HK induit une augmentation du taux de transcrit Atf/ (et
des cibles de la protéine ATF4, Pppiribsa et Ddit3) et Atf6 (Figure B et C 41 page 113).
Cependant, malgré 'augmentation du taux de transcrit Ddit3, nous n’avons pas détecté
d’augmentation de la quantité de protéine CHOP dans des BMDCs stimulées par des
parasites PruHK (Figure 42 page 114). Ainsi, des BMDCs activées par des parasites HK
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Figure 40 — Expression et sécrétion de I'IL-6, IL-12 et IL-23 dans des BMDCs in-
fectées par des parasites vivants ou HK. A/ L’expression des génes 1I-6, 1I-12 et 1I-23
dans des BMDCs infectées pendant 16h par des parasites Pru ou incubées avec des para-
sites PruHK a été analysée par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés en quantité relative
d’ARNm comparé aux BMDCs non infectées (NI). ANOVA Tukey’s multiple comparisons
test ns p>0,05; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001; mean + S.E.M (n=3-
8). B/ Les sécrétions d'IL-6, d’IL-12 et d’IL-23 par des BMDCs non infectées ou infectées
par des parasites Pru ou incubées avec des parasites PruHK pendant 16h ont été mesurées
par ELISA. ANOVA Tukey’s multiple comparisons test * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;
kK p<0,0001; mean + S.E.M (n=3-8). C/ Les sécrétions d’I1L-6, d’IL-12 et d’IL-23 par
les BMDCs XBP19% XBP1ADC, XBP1¥/AIRE1%/f et XBP1ADC IRE1*"DC non infec-
tées ou infectées par des parasites Pru ou incubées avec des parasites PruHK pendant 16h
ont été mesurées par ELISA. Two-way ANOVA Tukey’s multiple comparisons ns p>0,05;
* p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001; mean + S.E.M (n=4-6)

affichent une signature transcriptionnelle ATF4 au cours de laquelle 'expression de CHOP
semble étre modulée négativement au niveau protéique, ce qui contribue vraisemblablement
a la prévention de 'apoptose dans les BMDCs activées (Krokowski et al. 2017). Pour
conclure, les parasites HK et les parasites vivants modulent différemment 'UPR dans les

BMDCs et nos données suggérent que la signalisation des PRRs déclenchée par des parasites
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Figure 41 — Les trois voies de la réponse UPR sont activées dans des BMDCs
incubées avec des parasites PruHK. L’expression des génes cibles de 'UPR dans les
BMDCs infectées par des parasites Pru ou incubées avec des parasites PruHK pendant 16h
a été analysée par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés en quantité relative d’ARNm ou
en Log2 fold change comparé aux BMDCs non infectées (NI). ANOVA Tukey’s multiple
comparisons test ns p>0,05; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001; mean +
S.E.M (n=3-14).

HK active les trois voies de ’'UPR. De plus, la voie IREla est la seule voie de 'UPR a
étre régulée positivement par des parasites HK et des parasites vivants, suggérant que
des mécanismes de détection innées similaires pourraient induire cette voie. En revanche,
I'invasion de BMDCs par des parasites vivants entraine une diminution de la transcription
des génes de la voie ATF6 et un maintien de la transcription des génes de la voie PERK a
un niveau basal (Figure B et C 34 page 105). Ce dernier processus pourrait étre régulé par
la sécrétion active d’effecteurs parasitaires dans les cellules hotes, mais pourrait également
refléter des mécanismes de détection réduits ou distincts pour des parasites résidant dans

une vacuole.

Afin d’établir le réle de la signalisation induites en aval des PRRs dans l'activation
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Figure 42 — Etude de ’expression protéique de certaines protéines de la réponse
UPR dans des BMDCs. Analyse par WB de 'expression des protéines IRE1la, p-elF2a
et CHOP dans les BMDCs non infectées (NI), traitées a la tunicamycine (TN), infectées par
des parasites Pru ou incubées avec des parasites PruHK & différents temps d’incubation.
La protéine GAPDH a été utilisée comme controle de dépot.

de 'UPR, nous avons utilisé des BMDCs différenciées a partir de souris MyD88 KO.
L’absence de cette protéine n’a pas d’impact sur I'invasion parasitaire, comme le montre
le taux d’infection équivalent entre des BMDCs sauvages et MyD88 KO (Figure A 43 page
ci-contre). Cependant, la perte de MyD88 entraine une inhibition compléte de I'induction
des transcrits Xbopls et Dnajb9 dans des BMDCs incubées avec des parasites vivants ou
HK (Figure B 43 page suivante). De plus, 'expression des transcrits Ddit3 et Ppplria
n’est plus induite dans des BMDCs MyD88 KO incubées avec des parasites HK, con-
firmant que la voie PERK est déclenchée suite a la détection innée de composés de T.
gondii (Figure B 43 page ci-contre). L’augmentation de l'expression de PppIri5a observée
aprés incubation des BMDCs MyD88 KO avec des parasites vivants ne dépend pas de
MyD88, confirmant ainsi qu’une voie de signalisation distincte de MyD88 et PERK induit
I'expression de Pppirija lors de la réplication du parasite. Par ailleurs, la sécrétion d’IL-6
et d'IL-12 est fortement altérée dans des BMDCs MyD88 KO, aussi bien aprés incubation
avec des parasites vivants ou des parasites HK (Figure C 43 page suivante). Ceci indique
donc que l'induction de ces cytokines est controlée par la détection de composés de 7.
gondii par des PRRs. En revanche, un niveau non négligeable d’IL-23 est sécrété dans les
BMDCs MyD88 KO infectées par des parasites vivants (Figure C 43 page ci-contre). Ce
résultat indique que l'induction de 1'IL-23 est pour une partie (1/3) sous le controle d’'un
axe de signalisation indépendant de MyD88 et d’XBP1s et pour l'autre partie (2/3) sous
le controle d’une voie de signalisation dépendante de MyD88 et indépendante de XBP1s.

Cependant les deux voies nécessitent 'invasion de BMDCs par des parasites vivants.

En résumé, nos données démontrent que lors de 'infection de BMDCs par T. gondii, la

114



Résultats 2. MECANISMES LIES A IL’ACTIVATION DE LA VOIE IRE1A IN VITRO

A
_ 80
£
G 60
H
o 40
-
2
E 2
£
0
WT MyD88 KO
BMDCs BMDCs
B
Xbp1s Dnajb8 Ddit3 Ppp1risa
ns
» 10 2 e
2 B Pru
% = PruHK

&

Relative mRNA level
3

Relative mRNA level
Relative mRNA level

e N & o @
Relative mRNA level

o o

WT MyD88 KO W1 MyD88 KO WT MyD88 KO WT MyD88 KO
BMDCs BMDCs BMDCs BMDCs BMDCs BMDCs BMDCs BMDCs
c
IL-6 IL-12p40 IL-23p19
15 S — 50 1208 = NI
- a0 2000 = Pru
2 il T ZE‘ 800 = PruHK
£ L) £ 0o
S5 = = 00
10 200
: : -
WT MyDB83 KO WT MyD38 KO WT MyD88 KO
BMDCs BMDCs BMDCs BMDCs BMDCs BMDCs

Figure 43 — Les réponses UPR et cytokinique sont sous le contréle de la protéine
MyD88 dans des BMDCs infectées par T. gondii. A/ Graphique représentant
le pourcentage d’infection de BMDCs sauvages et déficientes en MyD88 (MyD88 KO)
infectées (n=3). B/ L’expression des génes cibles de 'UPR dans des BMDCs sauvages ou
MyD88 KO incubées avec des parasites Pru ou PruHK pendant 16h a été analysée par RT-
gPCR. Les résultats sont exprimés en quantité relative ’ARNm et normalisés en fonction
du géne de ménage Gapdh (n=3-4). C/ Les sécrétions d’IL-6, d’IL-12 et d’IL-23 par des
BMDCs sauvages, BMDCs MyD88 KO non infectées ou incubées avec des parasites Pru
ou PruHK pendant 16h ont été mesurées par ELISA (n=4-6). Two-way ANOVA Tukey’s
multiple comparisons ns p>0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001; mean + S.E.M.

sécrétion d’1L-6 et d’IL-12 est sous le controle de 'activation de la voie IREla médiée par
MyD88 et que les parasites peuvent également réguler de maniére active les voies PERK
et ATF6 de la réponse UPR. En revanche, la production d’IL.-23 nécessite une invasion
active de parasites vivants, est indépendante de la voie IRE1a/XBP1s et ne dépend que

partiellement de la signalisation MyD8S.
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2.3 Lavoie IRE1lae/XBP1s régule la présentation antigénique croisée d’anti-
génes sécrétés par le parasite

Plusieurs études ont montré 'implication de la voie IREla dans la régulation de la présen-
tation antigénique par le CMH-I dans des BMDCs que se soit a 1’état basal ou lors de
leur activation (Cubillos-Ruiz et al. 2015; Osorio et al. 2014). Cependant, I'activation de
laxe IRE1a/XBP1s peut avoir des effets bénéfiques ou néfastes sur l'activation des LTs
en fonction de la nature de la stimulation et de I'antigéne. En effet, dans des BMDCs
stimulées par des antigénes tumoraux, le renforcement de I'expression d’XBP1s améliore
la présentation croisée et le priming des LTs CD8+ (Y. Zhang et al. 2015). De méme,
I’inhibition de la voie IREla dans des BMDCs entraine une réduction de la présentation
antigénique croisée d’antigénes de mélanome aux LTs CD8+ mais n’a aucun impact sur la
présentation antigénique par le CMH-II (Medel et al. 2019). Jusqu’a présent, la question
de I'implication de la voie IRE1a/XBP1s dans la présentation antigénique par le CMH-I
n’a pas été abordée dans le contexte de BMDCs infectées par un pathogéne intracellu-
laire obligatoire. Pour répondre & cette question, nous avons infecté des BMDCs avec des
parasites Pru exprimant l’antigéne soluble OVA (Pru Tomato SAG1-Ova), qui est sécrété
dans l'espace vacuolaire de la VP. Nous avons utilisé des hybridomes de LTs CD8+ (B3Z)
reconnaissant spécifiquement le peptide OVA SIINFEKL (SKL8) présenté par la molécule
H-2KP pour évaluer la capacité des BMDCs a présenter un peptide sécrété par T. gondii
par le CMH-I. Etant donné que 'expression de la protéine IREla n’est pas totalement
abrogée dans les BMDCs XBP1ADC IRE1%w<DC différenciées en présence de GM-CSF
(Figure 38 page 110), nous avons traité des BMDCs controles XBP1%#/f et des BMDCs
XBP1ADC avec la molécule 4p8C,; un inhibiteur sélectif du domaine endoribonucléasique
d’IREla. L’inhibition d’'TREla entraine une diminution prononcée de la présentation du
peptide SKL8 dans les BMDCs XBP1%/f et XBP1ADC traitées avec le 4p8C et infectées
par des parasites Pru (Figure C 44 page ci-contre). Ce défaut n’est pas dit & une infection
parasitaire altérée (Figure A 44 page suivante) ni a une expression réduite de la molécule
de surface CMH-I, puisque la présentation du peptide SKL8 exogéne n’est pas perturbée
lors du traitement par la molécule 4p8C (Figure B 44 page ci-contre). En conclusion, nos
données indiquent que 'activation de la protéine IRE1a dans les BMDCs stimule le priming

des LTs CD8+ par les antigénes sécrétés par 7. gondii.
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Figure 44 — La voie IREla améliore la présentation antigénique par le CMH-
I d’antigénes sécrétés par T. gondii. A/ Graphique représentant le pourcentage
d’infection des BMDCs XBP1%/f et des BMDCs XBP1ADC infectées par des parasites
Pru pendant 16h, traitées ou non avec I'inhibiteur 4p8C (n=3). B/ Présentation par le
CMH-I du peptique synthétique SKL8 exogéne par des BMDCs XBP1%/f et des BMDCs
XBP1ADC traitées ou non avec le 4p8C détectée par les hybridomes B3Z (n=3). C/
Présentation par le CMH-I du peptique SKL8 sécrété par le parasite par des BMDCs
XBP1%/f et des BMDCs XBP1ADC infectées et traitées ou non avec du 4u8C. L’infection
a été effectuée a différentes MOI et la présentation antigénique a été détectée avec les
hybridomes B3Z. Unpaired Student T-test * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; mean +
S.E.M (n=3).

3 Impact de la voie IRE1a./XBP1s dans I'infection
In vivo

3.1 La voie IRElac/XBP1s est stimulée dans les cDC1s spléniques au cours
de l'infection

Pour évaluer si la voie IREla est activée chez la souris lors d’une infection par T. gondit,
nous avons utilisé des souris ERAI génétiquement modifiées qui ont le géne Xbp! fusionné
au géne codant pour la protéine fluorescente Venus (VenusFP) (Iwawaki et al. 2003). Ainsi,
la détection du signal VenusFP dans les cellules permet de mettre en évidence I’épissage du

transcrit Xbp! (Xbpls). Précédemment, il a été démontré que la voie IREla et le facteur
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de transcription XBP1s était préférentiellement induit dans les cDC1s spléniques & 1’état

basal par rapport aux ¢cDC2s et aux pDCs (Osorio et al. 2014; Tavernier et al. 2017).
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Figure 45 — Activation de la voie IRE1a/XBP1s dans les ¢cDC1s des souris infec-
tées par T. gondii. A-B/ Expression du signal VenusFP par les cDC1s (CD11c+ CMH-
II4+ XCR1+ CD172a-) et les cDC2s (CD11c+ CMH-II+ XCR1- CD172a+) spléniques dans
des souris sauvages (A) et ERAI (B) non infectées ou infectées avec 1000 parasites Pru
pendant 6 jours. C/ Graphique illustrant I'intensité moyenne de fluorescence mesurée pour
les souris ERAI non infectées ou infectées. Two-way ANOVA Tukey’s multiple compari-
sons ns p>0,05; *** p<0,001; **** p<0,0001; mean + S.E.M (n=>5 souris par condition).
D/ Graphique illustrant l'intensité moyenne de fluorescence mesurée dans les monocytes,
neutrophiles, LBs, LTs de la rate de souris ERAI non infectées ou infectées. Mean +
S.E.M. E/ Analyse par RT-qPCR de la quantité relative de transcrit des génes cibles de
la réponse UPR dans les ¢cDCl1s spléniques purifiées aprés tri par cytométrie en flux de
splénocytes provenant de souris sauvages non infectées ou infectées avec 1000 parasites
pendant 6 jours. Les résultats sont exprimés en quantité relative d’ARNm et normalisés
en fonction du géne de ménage Gapdh. Unpaired Student T-test ns p>0,05; * p<0,05; **
p<0,01; mean £ S.E.M (n=3-4).

Des souris ERAI et sauvages ont été infectées avec des parasites Pru et les différentes
sous-populations de DCs spléniques ont été analysées 6 jours aprés infection par cytométrie
en flux. En accord avec les données obtenues précédemment, un signal VenusFP positif a
été détecté a 1'état basal dans les ¢cDCls (CD11cM /CMH-1T" /XCR1+/CD172a-) mais pas
dans les ¢cDC2s (CD11c¢h/CMH-IT"/XCR1-/CD172a+) dans les souris ERAI non infectées
(Figure A-B 45). Lors de U'infection, le signal VenusFP augmente considérablement dans

les ¢DCls alors qu’il est inchangé dans la population ¢cDC2 (Figure B-C 45), ce qui indique
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que 'activation d’TRE1la et ’expression en aval de la protéine XBP1s sont limitées aux
c¢DC1s. De plus, nous n’avons pas observé d’induction significative du signal VenusFP dans
les neutrophiles, monocytes, LBs et LTs spléniques, ce qui suggére que 'UPR, contribue
a la régulation des fonctions des ¢cDCls spléniques lors de l'infection (Figure D 45 page
précédente). Pour confirmer les résultats que nous avons obtenus avec les souris ERAI,
nous avons purifié par tri en cytométrie en flux les ¢cDCls spléniques de souris C57BL/6
sauvages infectées durant 6 jours et examiné I'induction de la réponse UPR en quantifiant,
par RT-qPCR, le taux de transcrits de différents génes induits lors de la réponse UPR. Une
forte augmentation de la quantité des transcrits Ernl (codant pour la protéine IREla)
et Xbpls ainsi qu'une diminution de la quantité du transcrit Herpudl (voie ATF6) a
été observée (Figure E 45 page ci-contre). En revanche, pour la voie PERK, aucune
modulation de la quantité de transcrits n’a été observée pour Ppplrlba (codant pour
GADD34) et Ddit3 (codant pour CHOP) (Figure E 45 page précédente). Tous ces résultats
reflétent donc ceux obtenus dans les BMDCs infectées et suggérent que 'induction de la
voie IRE1la/XBP1s pourrait étre impliquée dans la régulation des fonctions des ¢DCls

spléniques lors de l'infection par T. gondii.

3.2 L’activation de la voie IRE1ac/XBP1s joue un rdle protecteur essentiel
contre l'infection a T. gondii

Afin de déterminer la contribution de ’activation spécifique d’'IREla dans les DCs lors
d’une infection par T. gondiz, nous avons déterminé le taux de survie des souris controles
(XBP1#/AIRE1%/#) par rapport aux souris XBP1ADC IRE1""*DC infectées par i.p avec
des parasites Pru. Nos données ont montré que les souris XBP1ADC IRE1%u<DC présen-
tent une trés forte susceptibilité a 'infection par rapport aux souris contréles et succombent
entre 9 et 12 jours aprés l'infection (Figure A 46 page suivante). Ce résultat indique donc
que l'activation de la voie IREla dans les DCs joue un role protecteur essentiel contre
I'infection aigiie & T. gondii. Pour mieux comprendre les processus conduisant a la mort
précoce des souris XBP1IADC IRE1"*»DC, nous avons isolé la rate et collecté le PEC
de souris, 6 jours aprés infection, et analysé la charge parasitaire par qPCR. Nous avons
observé une augmentation significative de la charge parasitaire dans la rate et la cavité
intra-péritonéale chez les souris XBP1ADC IRE1%%1<DC par rapport aux souris controles,
indiquant donc une augmentation de la prolifération des parasites (Figure B 46 page suiv-
ante). Ainsi, 'absence d’activation d’IREla et d’XBP1s dans les DCs altére le controle
de l'infection, suggérant un défaut dans I’établissement de la réponse Thl. En accord
avec cette hypothése, une diminution significative de la quantité de transcrits Ifn-g a été
observée dans la rate de souris infectées XBP1ADC TRE1#"<¢DC par rapport aux souris

controles suggérant un défaut d’activation des LTs (Figure C 46 page suivante).
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De plus, nous n’avons détecté aucun changement significatif de la quantité de transcrits
11-6 et Il-12 mais une diminution significative de la quantité de transcrits Tnf-a. De méme,
nous n’avons pas détecté de différences dans la concentration des cytokines 1L-6, IL-12p40,
IFN-v et TNF-a dans le sérum des souris infectées XBP1ADC IRE1*""2¢DC par rapport aux
souris controles (Figure 47 page suivante). Ces résultats montrent donc que I’augmentation
de la charge parasitaire n’est pas corrélée & un choc cytokinique qui tuerait les souris aprés
une hyper inflammation et une destruction des tissus causée par la prolifération accrue
des parasites. Cela suggére également que chez les souris XBP1IADC IRE1%<DC, la
réponse Thl réduite n’est pas une conséquence d’un défaut majeur de sécrétion d’IL-12
mais est probablement liée & une dérégulation fonctionnelle des cDC1s spléniques entravant
I’activation des LTs CD8+.
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Figure 46 — La voie IRE1a protége I’hote de I’infection aigiie. A/ Courbe de survie
des souris controles (XBP1¥/AIRE1%/f) et XBP1ADC IRE1%""*DC infectées avec 500 par-
asites Pru en i.p. Log-rank (Mantel-Cox) test, p=0,0004 (n=10 souris par condition). B/
Nombre de parasites par rate ou PEC dans les souris controles et XBP1IADC IRE1%vDC
infectées avec 500 parasites Pru en i.p. Unpaired Student T-test ** p<0,01; mean + S.E.M
(n=6-7 souris par condition). C/ Analyse par RT-qPCR de lexpression des génes IL-6,
I1L-12, Ifn-g et Tnf-a dans la rate de souris controle et XBP1IADC IRE1%'¢DC non in-
fectées ou infectées avec 500 parasites Pru pendant 6 jours. Les résultats sont exprimés
en quantité relative d’ARNm comparés aux souris non infectées et normalisés en fonction
du géne de ménage Gapdh. Two-way ANOVA Tukey’s multiple comparisons ns p>0,05; *
p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001; mean + S.E.M (n=4-7 souris par condition).
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Figure 47 — L’inhibition de la voie IRE1a/XBP1s dans les DCs ne module pas
la concentration en cytokines pro-inflammatoires dans le sérum des souris in-
fectées. Evaluation de la concentration des cytokines IL-6, IL-12, IFN-y et TNF-a dans
le sérum des souris controles (XBP1#/AIRE1%/f) et XBP1ADC IRE1%""*DC non infectées
ou infectées avec 500 parasites Pru pendant 6 jours par CBA et ELISA. Two-way ANOVA
Tukey’s multiple comparisons ns p>0,05; * p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001; mean =+
S.E.M (n=4-7 souris par condition).

3.3 La voie IRElaa/XBP1s module I'activité des DCs CD8a+ et LTs lors
de l'infection par T. gondii

Afin de déterminer l'impact de la voie IRE1la/XBP1s dans la population des DCs et LTs
spléniques, nous avons infecté des souris contréles et XBP1ADC IRE1#"DC avec des
parasites Pru et nous avons examiné la fréquence et 'activation des DCs CD8o-/+ et des
LTs CD4+ et LTs CD8+ par cytométrie en flux.

Tout d’abord, nous avons pu constater que la fréquence et le nombre de DCs CDS&o-
augmentent durant l'infection et ceci de maniére similaire entre les souris contréles et
XBP1ADC IRE1%u<DC infectées. Une augmentation des DCs CD8u+ est également ob-
servée dans des souris controles lors d’une infection. Cependant cette augmentation n’est
pas observée dans les souris XBP1ADC IRE1""DC (Figure 48 page suivante). De plus,
de maniére similaire & nos collaborateurs (Osorio et al. 2014), nous n’avons pas observé
de défaut dans le nombre de DCs CD8a+ & ’état basal dans la rate. Ce résultat pourrait
suggérer un défaut de migration des DCs CD8a+ vers la rate en absence d’activation de
la voie IRE1a/XBP1s ou bien que cette voie soit essentielle a la survie des ¢cDCls apreés
stimulation par des composants microbiens comme précédemment montré (Iwasaki et al.
2010). De plus, nous avons remarqué que 'expression des molécules de co-stimulation
CD80 et CD86 est identique dans les DCs CD8ao- issus de souris controles et XBP1ADC
IRE1tweDC infectées alors que les DCs CD8a+ de souris XBP1ADC IRE1%"DC mon-
trent une diminution de ’expression de ces deux molécules (Figure 48 page suivante).
La voie IRE1la/XBP1s pourrait donc étre impliquée dans lactivation des DCs CD8o+
spléniques durant 'infection. Pour finir, nous avons évalué si les DCs étaient capables de
présenter le peptide SIINFEKL sécrété par le parasite Pru Tomato SAG1 Ova. L’expression
de H-2KP et du complexe H-2KP-SIINFEKL est identique dans les DCs CD8a- chez les deux
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Figure 48 — La voie IREla/XBP1s impacte les DCs CD8a+ dans les souris
infectées. Etude de la fréquence et du nombre de DCs CD8a- et CD8a+ dans la rate des
souris contrdles (XBP1#/AIRE1%/®) et XBP1ADC IRE1%"*DC infectées pendant 6 jours
ainsi que leur expression des molécules CD80, CD86, H-2KP et du complexe H-2KP-OVA.
Two-way ANOVA Tukey’s multiple comparisons ns p>0,05; * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001;**** p<0,0001; mean + S.E.M (n=7 souris par condition).

génotypes murins (Figure 48). Cependant, pour les DCs CD8a+, nos résultats prélimi-
naires semblent indiquer une diminution du complexe H-2KP-SIINFEKL dans les souris
XBP1ADC IRE1t"weDC infectées sans que celle-ci soit corrélée a une perturbation de
lexpression du H-2K" (Figure 48). Pour conclure, ces résultats démontrent que la voie
IREla/XBP1s a un impact important sur le nombre de DCs CD8o+ dans la rate aprés
infection et semblerait aussi impliquée dans leur maturation et leur activité de présentation
antigénique.

Ces altérations des DCs CD8a+ devrait avoir un impact sur la réponse T CD8+ in-
duite lors d’une infection par T. gondii. Par conséquent, nous avons quantifié le nombre et
Pactivation des LTs CD4+ et LTs CD8+ spléniques dans les souris controles et XBP1ADC
IRE1tweDC infectées. Nous avons vérifié 'augmentation du nombre de LTs CD4+ et
LTs CD8+ ainsi que leur activation dans les rates de souris controles infectées (Figure A
et B 49 page ci-contre). A l'inverse, nous avons constaté une diminution du nombre de
LTs CD8+ et de leur activation dans les rates de souris XBP1ADC IRE1"w¢DC infec-
tées (Figure B 49 page suivante) montrant l'importance de la voie IREla/XBP1s dans

I'induction d’une réponse immunitaire protectrice médiée par les LTs CD&8+. Néanmoins,
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nous constatons également une diminution du nombre de LTs CD4+ dans les rates de
souris XBP1ADC IRE1""wcDC infectées mais les LTs CD4+ présents sont activés de fagon
similaire dans les deux types de souris suggérant que la voie IRE1lo/XBP1s n’impacte pas
la présentation antigénique par le CMH-II durant U'infection (Figure A 49). Plus générale-
ment, la diminution du nombre de LTs pourrait s’expliquer par une mort cellulaire induite
par le parasite comme précédemment démontré (Kugler et al. 2016) et celle-ci serait plus
précoce pour les souris XBP1IADC IRE1""<DC diie & la charge parasitaire plus élevée
a 6 jours post-infection. Il serait donc important de vérifier cette hypothése & un temps
d’infection plus précoce (J3).

A

m NI
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Freq of IFNy+
CDAT cells

Nb of CD4 T cells

XBp1mn XBP1ADC XBp1nn XBP1ADC
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Freq of IFNy+
CD8 T cells

XBPnn XBP1ADC XBPnn XBP1ADC
IRE1™™ IRE1~reDC IRE1mn IRE1tunspC

Figure 49 — La voie IRE1a/XBP1s impacte les LTs dans les souris infectées.
Etude du nombre de LTs CD4+ (A) et LTs CD8+ (B), ainsi que leur activation détectée
par leur production d’IFN-y dans la rate des souris contréles et XBP1ADC IRE1t""n<DC
infectées pendant 6 jours. Two-way ANOVA Tukey’s multiple comparisons ns p>0,05; *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001; mean + S.E.M (n=7 souris par condi-
tion).

Cette étude cellulaire nous a permis de montrer que la voie IRE1a/XBP1s controle les

DCs CD8a+ et par conséquent l'activation des LTs CD8+ spécifiques de 1. gondii.

4 Modeéle

Pour conclure, notre étude nous permet de proposer un nouveau modeéle de travail (Fig-
ure 50 page suivante). La stimulation de BMDCs avec des parasites HK induit I’activation
des TLRs qui stimulent les trois voies de la réponse UPR de fagon dépendante de MyD88.
La voie IRE1a stimule la sécrétion d’IL-6 et d’IL-12 pour induire une réponse pro-inflamma-
toire. A l'inverse, I'infection de BMDCs par des parasites vivants pourrait entrainer une

plus faible stimulation des TLRs étant donné que le parasite réside dans une VP & I’abri des
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capteurs de la cellule hote. Cependant, le parasite pourrait également réguler négativement
la réponse UPR, comme le suggére I'inhibition de la voie ATF6 par les parasites vivants
de type II (Figure 34 page 105). Aprés infection, seule la voie IREla/Xbpls est activée et
ceci de maniére dépendante de MyDS88 et stimule la sécrétion d’IL-6 et d’IL-12. Cette voie
favorise également la présentation, par le CMH-I, d’antigénes sécrétés par le parasite. La
sécrétion d’IL-23 n’est que partiellement dépendante de MyD88 et n’est pas modulée par
IREla et CHOP. De ce fait, les facteurs de virulence parasitaires pourraient jouer un réle
dans I'induction de la sécrétion de I'IL-23. Alternativement, I’'IL-23 pourrait étre induit par
des mécanismes (souche-spécifiques) de détection de composants parasitaires indépendants
de MyDS88.

T. gondii Live T. gondii

peptide g o0 2
L] [ ]
o g Op

L 1l Xbp1s

MyD88

ne l‘l i ﬂl

@"—"3 IL12 & IL23 & IL6, IL12 1123 _anelll

Figure 50 — Schéma hypothétique de la modulation de la réponse UPR et de son
role dans les BMDCs infectées par T. gondii. A/ Aprés la stimulation de BMDCs
avec des parasites de type II HK, les TLRs sont activés et induisent I'activation des trois
voies de la réponse UPR de fagon dépendante de la voie MyD88. La voie IREla/XBP1s
stimule la sécrétion d’IL-6 et d'IL-12 par les BMDCs. B/ L’infection par des parasites
de type II vivants entraine une plus faible activation de la voie IREla de maniére dépen-
dante de MyDS88, alors que la voie PERK n’est pas induite et la voie ATF6 est régulée
négativement. La voie IREla/XBP1s stimule la sécrétion d’IL-6 et d’IL-12 et favorise la
présentation, par le CMH-I, d’antigénes sécrétés par le parasite. La sécrétion d’IL-23 est in-
dépendante de I’'UPR mais dépend en partie d’une voie de signalisation impliquant MyD88
et possiblement des effecteurs de T. gondii. Les fléches bleues indiquent les modulations
induites par le parasite et les fléches rouges montrent les conséquences de I'induction de
ces voies.
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L’objectif de cette thése avait pour but de déterminer si 'infection par T. gondii induit la
réponse UPR dans les DCs et si un lien fonctionnel existe entre I'induction d’une réponse
au stress du RE et la régulation des activités de sécrétion cytokinique et de présentation
antigénique des DCs infectées. Les différents résultats obtenus ont permis de mettre en
évidence pour la premiére fois un role de la voie IREla/XBP1s dans la régulation des

fonctions des DCs infectées par T. gondii et le controle de I'infection.

Roéle du recrutement du hRE a la VP
T. gondii est un parasite intracellulaire obligatoire capable d’envahir toutes les cellules nu-
cléées dans lesquelles le parasite se réplique rapidement dans une vacuole. Pour permettre
le détournement des nutriments de I’hote et un échappement efficace face aux défenses cel-
lulaires, T. gondii sécréte un véritable arsenal d’effecteurs parasitaires capables de moduler
les voies de signalisation des cellules hotes (Hakimi et al. 2017). Notamment, des effecteurs
parasitaires ancrés a la MVP favorisent le recrutement d’organites de ’héte, probablement
pour stimuler I’absorption de lipides nécessaires aux divisions successives de ce parasite. T.
gondii stimule le recrutement des mitochondries (Pernas et al. 2014, 2018), des fragments
de Golgi (Deffieu et al. 2019), des endosomes (Romano et al. 2017) et du hRE (Goldszmid
et al. 2009; Sinai et al. 1997). Actuellement, aucune information est connue sur 'impact
de ce processus sur ’homéostasie des organites. Cependant, il est probable que des mé-
canismes spécifiques détectent des changements dans la structure et les fonctions de ces
organites, entrainant la stimulation de voies de signalisation spécifiques. D’ailleurs, il a
été montré que la réponse transcriptionnelle des cellules hotes était modifiée en absence du
recrutement des mitochondries & la VP. En effet, I'infection par des parasites déficients en
la protéine TgMAF-1 (permettant le recrutement des mitochondries a la VP) par rapport
a des parasites sauvages a révélé des modifications majeures de la réponse cytokinique

(Pernas et al. 2014). Contrairement aux mitochondries et aux vésicules golgiennes, les
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effecteurs qui stimulent I'association du hRE a la MVP ne sont pas identifiés. Cependant,
une étude a rapporté l'interaction de TgGRA3 avec une protéine transmembranaire du
hRE (CAMLG), suggérant que TgGRA3 pourrait contribuer a ce processus (J. Y. Kim
et al. 2008). En accord avec les données de la littérature, nous avons détecté 1’association
du hRE avec la VP dans des fibroblastes humains et des BMDCs infectés par des par-
asites de type II Pru par immunofluorescence. De ce fait, I'identification des effecteurs
parasitaires contribuant au recrutement du hRE a la MVP permettrait d’explorer son im-
pact sur la régulation des fonctions du hRE et sur les réponses immunitaires. De maniére
intéressante, il a été récemment montré qu’'une perturbation de I’homéostasie du calcium
induite par STING active un stress chronique du RE dans les LTs (Wu et al. 2019). Deux
études ont montré que l'infection par 7. gondii induit 'activation de la voie cGAS/STING
et par conséquent I'induction de la transcription des génes Isg15, Ifn-b, Il-12a in vitro
et in vivo (Majumdar et al. 2015; P. Wang et al. 2019). L’activation de la signalisation
c¢GAS/STING serait induite par Ieffecteur parasitaire TsGRA15 directement au niveau du
hER. TgGRA15 interagit directement avec STING induisant son activation et le recrute-
ment des molécules TRAF (P. Wang et al. 2019). Ainsi, il serait intéressant d’examiner
si le recrutement du hRE induit par T. gondii active la voie cGAS/STING et la réponse
UPR d’une maniére dépendante de TgGRA15 ou d’autres effecteurs dans les DCs.

Modulation de la réponse UPR dans les BMDCs infectées
par 1. gondi
Notre étude aborde pour la premiére fois I'implication de 'activation de la réponse UPR
dans les DCs suite a Uinfection par 7. gondii. Nos résultats démontrent que l'infection
de BMDCs par T. gondii active la protéine IREla et induit I'expression du facteur de
transcription XBP1s ainsi que ’augmentation de la transcription du géne cible d’XBP1s,
Dnajb9 (codant pour la protéine ERdj4). Cependant, nous n’avons pas mis en évidence
une réponse UPR classique caractérisée par une augmentation de la transcription des génes
codant pour des chaperons du RE (Hspab codant pour la protéine BiP et Hsp90b1 codant
pour la protéine GRP94), ainsi que l'activation des voies PERK et ATF6. Notamment,
nous avons montré une diminution de la transcription des génes impliqués dans la voie
ATF6 dans des BMDCs infectées par la souche de type II, suggérant un role actif des
effecteurs parasitaires dans la régulation de cette voie. En effet, il a été précédemment
rapporté que TgROP18, un effecteur parasitaire ancré a la MVP, phosphoryle la protéine
ATF6B de I'hote entrainant ainsi sa dégradation par le protéasome (M. Yamamoto et al.
2011). De plus, des DCs isolées de souris déficientes en ATF6(3 présentent une altéra-
tion dans la restimulation de LTs CD8-+ sensibilisés, ce qui suggére un role d’ATF6(3 dans
la présentation antigénique par le CMH-I (M. Yamamoto et al. 2011). Nos résultats in-
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diquent donc que T. gondii cible également cette voie au niveau transcriptionnel par des
mécanismes encore non caractérisés et dépendants de la souche utilisée puisque nous avons
constaté une activation transcriptionnelle de la voie ATF6 dans les BMDCs infectées par
une souche de type I ou des parasites HK. Cela suggére que les facteurs de virulence
impliqués dans la modulation de la réponse UPR seraient spécifiques des souches de T.
gondii. De méme, 'expression de génes impliqués dans la voie PERK et des génes codant
pour les chaperons classiques du RE (BiP, GRP94 et Sec61) est fortement induite dans des
BMDCs incubées avec des parasites HK mais pas lors d’une infection par des parasites vi-
vants. Cependant 'expression de PppIriba (codant pour la protéine GADD34) est induite
par des parasites vivants de maniére indépendante des voies PERK et MyD88. 1l a déja
été démontré que la protéine GADD34 peut étre induite de maniére dépendante de TRIF
dans les DCs activées par du poly(I:C) (Clavarino et al. 2012a) ou de maniére indépen-
dante de la stimulation des PRRs suite a une dérégulation de I’homéostasie de I'appareil de
Golgi (Krokowski et al. 2017). Par conséquent, la protéine GADD34 pourrait étre induite
a la suite de modifications majeures du trafic vésiculaire de ’'héte et/ou dépendante de la
signalisation TRIF déclenchée aprés l'invasion parasitaire. Il serait également important
de déterminer si GADD34, comme XBP1, contribue & la production cytokinique dans les
DCs infectées.

La manipulation de la réponse UPR a été plus largement étudiée lors d’infections
virales. Par exemple, le virus de la dengue est capable d’inhiber la voie PERK afin de
maintenir la traduction des protéines virales par elF2u et d’éviter ’apoptose de la cellule
hote mais active les voies IRE1 et ATF6 pour renforcer sa capacité d’adaptation au stress
notamment grace a la protéine d’enveloppe virale DENV E (Pena et al. 2011; Smith 2018).
Ainsi, une caractérisation plus poussée de la réponse UPR induite dans les DCs infectées par
des parasites déficients en certains effecteurs parasitaires ou pour le translocon TgMYR1
qui assure l'export des protéines de GRAs (Franco et al. 2016; Naor et al. 2018; Panas et al.
2019), permettrait d’identifier des mécanismes par lesquels le parasite module les trois voies
de 'UPR. Nos résultats préliminaires montrent que les BMDCs infectées par une souche
de type II déficiente en TgMYRI1 ne présentent pas d’augmentation de la transcription de
Xbp1s mais une augmentation de celle de Ddit3 (codant pour CHOP) comparé aux BMDCs
infectées par une souche de type II sauvage. Il se pourrait donc que le parasite stimule
la voie IREla et inhibe la voie PERK. Ces premiéres informations suggérent 'importance

des effecteurs parasitaires dans la modulation de la réponse UPR.
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Implication des PRRs dans la modulation de la réponse
UPR dans les BMDCs infectées par T. gondit
Au cours de la derniére décennie, la réponse UPR a été rapportée comme étant un régula-
teur crucial des réponses immunitaires grace & la modulation de la production de cytokines
(Smith 2018). Contrairement a la stimulation de PRRs isolés, I'activation de PRRs dans
des cellules soumises & un stress du RE entraine un effet synergique augmentant la pro-
duction de certaines cytokines. Dans notre étude, nous avons démontré que les parasites
HK activent les 3 voies de 'UPR dans les DCs. En utilisant des BMDCs provenant de
souris déficientes en MyD88 stimulées par des parasites HK, nous avons démontré que
cette réponse UPR dépend de la détection de composés microbiens de T. gondii par les
PRRs. Une étude antérieure avait indiqué que la stimulation des macrophages par les
TLR2 et TLR4 active I'induction des protéines IREla et XBP1s via 'axe TRAF6/NOX2
et non par les voies ATF6 et PERK (Martinon et al. 2010). Une hypothése serait que ces
différences pourraient provenir de la nature des PRRs stimulés et de la cellule immunitaire
étudiée. En effet, contrairement aux macrophages, le TLR4 ne serait pas impliqué dans
la détection de T. gondii par les DCs (Scanga et al. 2002). Par ailleurs, les réponses des
DCs murines suite & une infection, et particuliérement la sécrétion d’IL-12, dépendent de
la détection de la protéine parasitaire TgPRF par les TLR11 et TLR12 (Koblansky et al.
2013; Plattner et al. 2008; Yarovinsky et al. 2005). En plus des TLR11 et TLR12, il est
probable que la phagocytose des parasites HK par les DCs stimule d’autres TLRs endo-
somaux (notamment les TLR7 et TLR9) apres la fusion des endosomes/lysosomes tardifs
avec le phagosome (Tosh et al. 2015). Enfin, les PRRs cytosoliques pourraient étre im-
pliqués dans la détection de PAMPs de T. gondii aprés déstabilisation de la membrane du
phagosome et une fuite d’antigénes (Pauwels et al. 2017). De ce fait, il serait intéressant
d’étudier la réponse UPR au sein de BMDCs déficientes en certains PRRs, comme les
TLR11 et TLR12, mais également pour les molécules TRIF et TRAF6 afin d’identifier les
PRRs responsables de 'activation des différentes voies de la réponse UPR aprés incubation

des BMDCs avec des parasites vivants ou HK.

Les mécanismes de détection innée du parasite résidant dans une vacuole ne sont pas
encore complétement élucidés, seule 'implication des TLR11 et TLR12 ayant été montrée
(Poncet et al. 2019). Cependant, les IRGs et des composés de I'autophagie sont recrutés
a la MVP des parasites de type II dans les DCs et provoquent des dommages partiels de
la VP (Y. Lee et al. 2015). Ce processus favoriserait la fuite d’antigénes vers le cytosol
qui pourraient donc étre détectés par les PRRs cytosoliques. Inversement, ’activation
de la voie IREla pourrait stimuler ces PRRs. Par exemple, un axe de signalisation
IRE1a/RIDD/RIG-I implique le RE dans activation des récepteurs de type RLR (Lencer

et al. 2015). Par ailleurs, les dommages mitochondriaux liés a la réponse UPR et la libéra-
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tion d’ADN mitochondrial peuvent également jouer un role dans 'activation du capteur cy-
tosolique STING (Majumdar et al. 2015; P. Wang et al. 2019; West et al. 2015). Dans notre
étude, nous avons démontré que la réponse UPR produite par des parasites vivants dans
les BMDCs est sous la dépendance de la voie MyD88. Ce résultat montre 'importance de
la détection de composés parasitaires dans 'induction de la réponse UPR aprés I'infection
par des parasites vivants. Cependant, des expériences complémentaires sont nécessaires
afin d’identifier d’autres mécanismes putatifs d’induction de la réponse UPR ou d’autres
réponses dépendantes de 'UPR distinctes de celles examinées dans notre étude, en parti-
culier la sécrétion des IFN-I. De maniére générale, il est probable que les mécanismes de
détection innée de composés microbiens, ainsi que les variations de 'homéostasie cellulaire
induits par un agent pathogéne intracellulaire, régulent de maniére synergique le type de
réponse UPR induite, ce qui permettrait un ajustement précis des réponses immunitaires
innées. En particulier, la réponse UPR est intimement liée aux changements métaboliques
cellulaires et notamment & la modulation de la glycolyse, la production de ROS ou un
excés d’acides gras (Mogilenko et al. 2019; Pearce et al. 2014). Lors d’une collaboration
avec les laboratoires des docteurs Dombrowicz (IPL, Lille) et Botté (IAB, Grenoble), nous
avons observé dans les BMDCs infectées que les parasites de type II (mais pas de type I)
induisent une augmentation de la quantité d’acides gras, de cholestérol et de gouttelettes
lipidiques (Figure A et C 51 page suivante). De plus, 'expression du transcrit codant pour
I'enzyme DGAT2 (mais pas DGAT1) responsable de la derniére étape de la formation des
gouttelettes lipidiques est spécifiquement induite lors d’une infection par des parasites de
type II (Figure B 51 page suivante). De maniére intéressante, I'induction d’XBP1s est
réduite dans les BMDCs traitées par un inhibiteur de DGAT2, uniquement pour les par-
asites vivants (Figure D 51 page suivante). Aux vues des ces résultats préliminaires, il
serait donc intéressant d’étudier si la modulation du métabolisme lipidique de ’h6te par
le parasite contribue de maniére synergique avec les PRRs a l'induction de la voie IREla

lors de l'infection par des parasites vivants.

Role de la voie IRE1a./XBP1s dans la sécrétion cytokinique
des BMDCs infectées.
Une étude précédente a montré que dans les macrophages stimulés par les TLR2 et TLRA4,
I’activation d’XBP1s induite par la protéine IREla favorise la production de médiateurs
inflammatoires (IL-6, TNF-o) (Martinon et al. 2010). Dans notre étude, nous avons cons-
taté que I'induction d’XBP1s induite par IRE1a contribue a la production d’IL-6 et d’TL-12
(mais pas d’IL-23) dans des BMDCs infectées par une souche de type II. De plus, il a été
démontré que la production d’IL-23 est sous le controle du facteur de transcription CHOP

dans des DCs stimulées par des TLRs et un stress métabolique (Mogilenko et al. 2019).
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Figure 51 — L’augmentation du métabolisme lipidique est associée a la voie
IREla/XBP1s dans des BMDCs infectées par T. gondii. A/ Concentration totale
en acides gras et en cholestérol (nmol) mesurée par spectrométrie de masse dans des extraits
cellulaires provenant de BMDCs non infectées ou infectées par des souches de type I (RH)
ou de type II (Pru). T-test; * p<0,005; ** p<0,01; mean + s.d. (n=3). B/ L’expression
des génes Dgat!l et Dgat2 dans des BMDCs infectées pendant 16h par des parasites de
type I ou de type II a été analysée par RT-qPCR. Les résultats sont exprimés en quantité
relative ’ARNm comparé aux BMDCs non infectées (NI). T-test; ** p<0,01, mean + SEM.
(n=3). C/ Pourcentage de BMDCs positives pour le marquage de gouttelettes lipidiques
(coloration LipidTox en rouge) aprés infection par une souche de type I ou de type II (en
vert). T-test; ** p<0,01, mean + SEM. (n=3). D/ L’expression du géne Xbpls dans
des BMDCs infectées pendant 16h par des parasites Pru ou PruHK traitées ou non avec
un inhibiteur des enzymes DGAT1-2 a été analysée par RT-qPCR en comparaison aux
BMDCs non infectées (Fold change Log2). T-test; ** p<0,01, moyenne £ SEM. (n=3).

Dans notre étude, le facteur de transcription CHOP n’est pas induit dans les BMDCs
infectées par T. gondii et la production d’IL-23 n’est pas affectée dans les BMDCs défi-
cientes en IRE1a/XBP1, ce qui suggére que 'induction de la sécrétion d’IL-23 lors d’une
infection par une souche de type II est indépendante des facteurs de transcription XBP1s
et CHOP. Cependant, il nous reste a tester si GADD34 pourrait étre impliqué dans cette
sécrétion. Contrairement a I'IL-6 et & I'TL-12, la sécrétion d’IL-23 par les BMDCs nécessite
une invasion active des cellules par des parasites vivants, suggérant que des voies de détec-
tion innées distinctes contribuent & I'induction de ces différentes cytokines. En particulier,
nous avons constaté qu’une partie de la sécrétion d’IL-23 est indépendante de I’adaptateur

MyD8&8. Ainsi, les parasites pourraient sécréter des effecteurs qui réguleraient positivement
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Iexpression du géne [I-23. En outre, dans les DCs activées par les TLRs, la production
d’IL-23 dépendante de ’'UPR ne serait induite que par un effet synergique de stress cellu-
laires tels que des excés en acides gras, une inhibition de la glycolyse et la production de
ROS mitochondriaux (Mogilenko et al. 2019). Par conséquent, il est également possible que
la sécrétion d’'IL-23 dans les BMDCs infectées soit partiellement liée & la reprogrammation
métabolique des DCs lors de 'infection. Alors que I'IL-23 favorise les réponses Thl7 et
Th22, le role de cette cytokine au cours d’une infection par 7. gondii reste controversé.
Une premiére étude a montré que I'IL-23 permet une résistance limitée & l'infection aigué
(Lieberman et al. 2004), tandis qu’une deuxiéme démontre qu'une augmentation en I1.-22
(dépendante de I'IL-23) est essentielle au développement de l'iléite induite par I'infection
(Munoz et al. 2009). Cependant, une étude contradictoire a quant a elle montré qu’'une
réponse 1L-22 protége les tissus de I'intestin gréle de ’hyper-inflammation lors d’une infec-
tion par des parasites de type II (Ryffel et al. 2019). Enfin, les macrophages inflammatoires
expriment I'IL-23R et peuvent étre activés par I'IL-23 pour produire de I'IL-13, du TNF-a
et de I'IL-23 (Sun et al. 2019). Par conséquent, il est possible que chez des souris infectées
par voie orale par des parasites de type II, la production d’IL-23 dans l'intestin puisse fa-
ciliter la clairance rapide du parasite pendant la phase aigiie tout en limitant I'inflammation

intestinale. Cela serait bénéfique pour les parasites afin d’établir une infection latente.

Par ailleurs, la voie cGAS/STING activée par T. gondii induit Iexpression d’Ifnb et
d’Isg15 (responsable de la production d’IL-1f (Napolitano et al. 2018)) in vivo (P. Wang
et al. 2019). II serait donc intéressant de vérifier la transcription et la sécrétion de ces deux
cytokines dans les DCs infectées et déterminer I'implication de la réponse UPR dans cette
réponse. Ceci permettrait d’obtenir des informations sur le role de la détection d’ADN par
la voie cGAS/STING dans I'induction des réponses UPR, cytokinique et anti-parasitaires
via les IRGs. De maniére plus générale, il serait important de caractériser les relations
fonctionnelles entre la stimulation des PRRs et la réponse UPR afin de déterminer leur

role synergique probable dans la sécrétion cytokinique des DCs infectées.

Role de la voie IRE1a/XBP1s dans le controle de 'infection
m vivo.
De par I'utilisation de souris ERAI, nous avons constaté que la voie IREla est fortement
activée dans les DCs spléniques 6 jours aprés 'infection, mais que cette activation est li-
mitée au sous-ensemble des ¢cDCls. Aucune activation n’a pu étre observée dans d’autres
types cellulaires tels que les cDC2s, les neutrophiles, les monocytes, les LBs et LTs. Ces ré-
sultats sont en accord avec des conclusions précédentes de nos collaborateurs montrant que
lactivation de la voie IREla est une caractéristique du sous-ensemble ¢cDC1 (Osorio et al.

2014). Nos résultats obtenus sur les cDCls spléniques purifiées et triées provenant de souris
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sauvages infectées ont confirmé I’activation de ’expression des transcrits Ernl (codant pour
IREla) et Xbpls. De plus, de maniére similaire & nos résultats obtenus dans les BMDCs
infectées, la transcription du géne Ddit3 (codant pour CHOP) n’est pas induite lors de
I'infection par T. gondii alors que la transcription du géne Herpud! (cible du facteur de
transcription ATF6) est quant a elle diminuée. Ainsi, 'activation de la voie IREla pourrait
jouer un role essentiel dans la régulation des fonctions des cDC1s lors de 'infection. Cepen-
dant, il faudrait maintenant établir si 'activation de la voie IRE1la/XBP1s dans les ¢cDCls
est spécifique de la rate des souris infectées et obtenir une cinétique de ’activation de cette
voie. En effet, en utilisant des souris ERAI, il serait intéressant d’examiner 'induction
d’XBP1s dans les différentes populations de cellules immunitaires des ganglions mésen-
tériques et de U'intestin a des temps plus précoces d’infection (J3) et suite a une infection
orale par des kystes, mais aussi au sein du cerveau & un temps plus tardif correspondant &
la mise en place de I'infection chronique. Il est possible d’envisager que la voie IREla ait
un effet bénéfique sur la présentation antigénique médiée par le CMH-I au sein d’autres
CPAs telles que les astrocytes ou méme les neurones comme récemment montré par nos

collaborateurs (Salvioni et al. 2019).

Contrairement aux c¢DC2s, les ¢cDCls effectuent de maniére efficace la présentation
antigénique croisée par le CMH-I aux LTs CD8+ ce qui constitue un élément clé pour
I’établissement de la réponse Thl en réponse & une infection par des agents pathogénes
intracellulaires, y compris 7. gondii. Dans des BMDCs infectées par 1. gondii, il a déja
été rapporté que la présentation, par le CMH-I, d’antigénes parasitaires sécrétés dépendait
du recrutement du hRE et de ses composants au niveau de la MVP par l'intermédiaire
de la protéine Sec22b (Cebrian et al. 2011). En accord avec les données de la littérature,
nous avons constaté que la protéine IREla favorise la présentation antigénique croisée
par le CMH-I des antigénes OVA sécrétés par le parasite dans I’espace vacuolaire et donc
I’activation des LTs CD8-+ rapporteurs. Nos résultats sont donc cohérents avec le réle
bénéfique décrit précédemment de I'induction de la voie IRE1a/XBP1s dans la promotion
de la présentation croisée d’antigénes solubles du mélanome par les BMDCs (Medel et al.
2019). En outre, l'expression d’XBP1s améliore l'efficacité de vaccin contre les tumeurs,
suggérant que la manipulation de 'UPR pourrait représenter une stratégie efficace pour
stimuler les réponses des LTs CD8+ et une protection immunitaire & long terme (Y. Zhang
et al. 2015). Néanmoins, il serait intéressant de confirmer nos résultats obtenus avec des
BMDCs au sein de souris. Pour cela, deux approches pourraient étre utilisées. Tout
d’abord, l'activité de présentation antigénique par le CMH-I serait examinée dans des
cDCls et ¢DC2s issues de souris controles et déficientes en IRE1a/XBP1 infectées ex vivo
par des parasites Pru Tomato SAG1-Ova. De plus, la re-stimulation par des antigénes
parasitaires ou le peptide OVA des LTs CD8+ et LTs CD4+ issus de souris controles et
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déficientes en IRE1a/XBP1 infectées pourrait permettre d’examiner leur priming et donc
de maniére indirecte, un défaut potentiel de présentation antigénique par les DCs. En
outre, il serait intéressant de comprendre comment la voie IRE1a module la présentation
antigénique (ou d’autres réponses non étudiées dans ce projet) dans les DCs infectées.
Pour cela, des expériences de microarrays ou RNAseq comparant les profils transcription-
nels de génes induits par l'infection dans des DCs controles et déficientes pour IRE1o/XBP1
permettraient d’apporter des pistes sur les mécanismes impliqués. En se basant sur la lit-
térature, il serait important de vérifier la modulation de génes impliqués dans la machinerie
de présentation antigénique, de 'homéostasie du RE ou encore du métabolisme lipidique,
connu pour réguler les réponses inflammatoires au sein des cellules immunitaires (Osorio
et al. 2018; Pearce et al. 2014). En accord avec un role probable de la voie IREla dans
I’activation des LTS, nous avons constaté que les souris XBP1ADC IRE1*""<DC présentent
un défaut dans le controle de I'infection parasitaire et succombent pendant la phase aigiie
de l'infection. Ceci se traduit par une forte augmentation de la charge parasitaire dans
la rate et la cavité intra-péritonéale de souris XBP1ADC IRE1%<DC infectées indiquant
donc une augmentation de la prolifération. De maniére intéressante, ce processus a égale-
ment été observé dans des souris déficientes en XBP1 infectées par Francisella tularensis
(Martinon et al. 2010) suggérant un mécanisme d’action similaire. Cette sensibilité élevée
est corrélée & une expression plus faible du transcrit du géne Ifn-g dans la rate de souris
XBP1ADC IRE1""n<DC infectées, indiquant un défaut dans ’établissement de la réponse
Thl. Cependant, la mort précoce des souris XBP1ADC IRE1*""#¢D(C infectées n’est pas due
a une augmentation de la quantité ou de la transcription de cytokines pro-inflammatoires
dans la rate ou le sang. Néanmoins, il serait nécessaire de vérifier les réponses cytokiniques
des ¢DCl1s spléniques et ganglionnaires mais aussi au sein d’autres organes tel que 'intestin

et ceci a différents temps d’infection.

Role de la voie IRE1la/XBP1s dans la modulation des DCs
et LTs durant ’infection in vivo.
Récemment, nous avons débuté 1'étude du role de la voie IRElo/XBP1s dans les DCs et
LTs spléniques au sein de souris XBP1ADC IRE1""DC infectées. Les premiéres expé-
riences réalisées 6 jours apres l'infection nous montrent une forte diminution de la quantité
de DCs CD8u-+ corrélée avec activation de la voie IRE1la/XBP1s observée dans les ex-
périences précédentes. Cette observation suggére soit un défaut de migration des DCs
CD8a+ vers la rate ou bien un taux de mortalité important pouvant avoir lieu en absence
de la voie IRE1a/XBP1s lors de linfection. Pour vérifier cette hypothése, il serait in-
téressant de quantifier la proportion de DCs CD8a+ CCR7+ (DCs migratoires) et le taux
d’apoptose/nécrose des DCs CD8a+ dans des souris XBP1ADC IRE1""DC comparé a
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des souris controéles infectées au sein de la rate mais aussi dans les ganglions lymphatiques
et ceci a différents temps de 'infection notamment & un temps plus précoce (J3). De plus,
outre la diminution de leur nombre, la voie IRE1a/XBP1s semble favoriser 'activation des
DCs CD8a+ et semblerait impliquée dans ’activation de la présentation antigénique des
DCs CD8o+ confirmant ainsi nos résultats obtenus in vitro avec les BMDCs. Des expéri-
ences dans d’autres organes lymphoides secondaires tels que les ganglions permettraient de
déterminer si cet effet est spécifique des DCs CD8a+ de la rate. Ces dysfonctionnements
des DCs CD8u+ doivent avoir un impact fort sur la réponse T CDS8 lors d’une infection
par T. gondii. En effet, nous avons observé une diminution du nombre de LTs CD8+ et
de leur activation dans des souris XBP1ADC IRE1""w¢DC infectées montrant un impact
de la voie IREla/XBP1s dans la mise en place de la réponse T CD8. Néanmoins, nous
remarquons également une diminution du nombre de LTs CD4+ sans que leur activation
ne soit modulée. Nous pouvons donc supposer qu’un mécanisme d’apoptose des LTs CD8+
et LTs CD4+ préalablement décrit dans la littérature (Kugler et al. 2016) pourrait avoir
lieu et ceci de maniére plus précoce dans les souris XBP1ADC IRE1*"w<DC par rapport
aux souris controles da & la plus forte charge parasitaire. Pour vérifier cette hypothése, il
serait nécessaire de quantifier le taux d’apoptose/nécrose des LTs dans différents organes
lymphoides secondaires dans des souris XBP1ADC IRE1%""DC comparé a des souris con-
troles.

Comme précédemment mentionné, d’autres études viseront donc & mieux caractériser
les mécanismes par lesquels la voie IRE1la/XBP1s régule I'induction des réponses Thl,
en particulier pour le priming/activation des LTs dans les ganglions et la rate de souris
infectées a J3 et J6.
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Toxoplasma and Dendritic Cells: An Intimate
Relationship That Deserves Further Scrutiny

Anais F. Poncet,! Nicolas Blanchard,”* and Sabrina Marion'*

Toxoplasma gondii (Tg), an obligate intracellular parasite of the phylum
Apicomplexa, infects a wide range of animals, including humans. A hallmark
of Tg infection is the subversion of host responses, which is thought to favor
parasite persistence and propagation to new hosts. Recently, a variety of
parasite-secreted modulatory effectors have been uncovered in fibroblasts and
macrophages, but the specific interplay between Tg and dendritic cells (DCs) is
just beginning to emerge. In this review, we summarize the current knowledge
on Tg-DC interactions, including innate recognition, cytokine production, and
antigen presentation, and discuss open questions regarding how Tg-secreted
effectors may shape DC functions to perturb innate and adaptive immunity.

Toxoplasma Infection Induces Robust Th1 and Cytotoxic Responses
Toxoplasma gondii (Tg) is a widespread parasite, infecting a large range of warm-blooded
animals, including humans who are considered to be accidental hosts in the Tg life cycle. For
optimal transmission, parasites need to preserve their host and strike a delicate balance so
that efficient immune responses control the parasite burden, while restricting immunopathol-
ogy. Possibly reflecting the diversity of its natural hosts, multiple genotypes of Tg exist world-
wide. Yet most parasites in North America and Europe fall within one of three clonal lineages:
type |, II, or lll, which are also the most studied in laboratory mice [1]. In immune-competent
humans, a generally mildly symptomatic acute phase of tachyzoite dissemination is followed
by the development of bradyzoite-containing cysts in the brain, leading to lifelong persisting
infection. Latent Tg infection of the brain is now considered as a possibly underestimated
cause of behavioral alterations and mental disorders in humans [2,3]. Moreover, in immuno-
suppressed individuals, parasite conversion to highly replicative tachyzoites can induce brain
tissue damage and fatal acute neuroinflammation. Congenital infections can also be
life-threatening for the developing fetus, causing severe neurological pathologies at birth, or
milder, ocular toxoplasmosis later in life. When considering laboratory mice, type Il and type
[l parasites typically exhibit a relatively low virulence during the acute phase, while type | strains
kill their host prematurely due to hyperinflammation and uncontrolled parasite dissemination,
and thus fail to establish latent infections. However, this phenotype only applies in laboratory
mice, and type | strains can lead to persistent infection in wild mice and possibly other hosts,
due to genetic variations in host resistance loci [4,5].

As an obligatory intracellular parasite, Tg has the ability to invade all nucleated cells and to reside
within a parasitophorous vacuole (PV) (see Glossary). To modulate cell-intrinsic defenses, the
parasite releases effectors into the host through apicomplexan-specific secretory organelles
called rhoptries (ROP) and dense granules (GRA). These effectors operate in concert to
manipulate host cell responses involved in cytokine and chemokine secretion, cell-cycle progres-
sion, host survival, and metabolic homeostasis [6,7]. Strikingly, while a growing number of effec-
tors dampening cell-autonomous immunity are being characterized, very few effectors promoting
parasite latency and preservation of the host have been identified.
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During natural oral Tg infection, dendritic cells (DCs) (Box 1) are one of the first cell types that en-
counter parasites in the intestine [8]. DCs are key players in the local activation of cell-mediated
immunity against Tg by producing interleukin (IL)-12 that activates interferon (IFN)-y production
by T cells and natural killer (NK) cells [9]. T cells play a major role in controlling acute dissemination
and keeping chronic cerebral infection under control [9]. While the mechanisms by which Tg
modulates host responses have been extensively investigated in fibroblasts, monocytes, and
macrophages [6,7], how DC functions are modulated by the parasite remains ill-defined. The con-
sequences of these interactions most likely impact on immunomodaulatory functions of DCs and
on T cell activation, and are therefore important for the outcome of infection. Since our current
knowledge on these questions mainly derives from the study of mouse models, this review con-
centrates on mouse studies. One section is also dedicated to emerging findings on the specific
responses of human DCs, which substantially differ (e.g., in parasite sensing).

Innate Recognition of Tg by DCs

The Tg Profilin-TLR11/12-IL-12 Axis: A Major Pathway in DC Responses in Mice
Macrophages and DCs detect and respond to microbial products by pattern-recognition
receptors (PRRs), such as Toll-like receptors (TLRs). PRR signaling influences multiple biolog-
ical processes, including antigen presentation, cell survival, cytokine production, and antimicro-
bial responses. During Tg infection, the molecular processes enabling Tg sensing by infected
DCs are not fully uncovered.

Box 1. DC Functions and Subsets

DCs represent an efficient patrolling system sampling tissues in search of danger signals, and a first line of defense against
invading pathogens. At steady-state, DCs reside in immature or semimature states in the periphery, where they constantly
take up and process self-antigens to maintain self-tolerance. In response to infection, DCs undergo a program of maturation
involving the upregulation of MHC and co-stimulatory molecules at the cell surface, the CCR7-dependent migration
to T cell-rich zones of secondary lymphoid organs, and the release of cytokines promoting the differentiation of naive
T cells into effector/memory cells, as well as the local activation of other immune cells [103]. Depending on the nature of
the microbial compounds they sense, DCs produce distinct cytokines and shape the differentiation of different types of
effector T cells, adapting T cell polarization to the specific threat. Moreover, DCs bridge innate and adaptive immunity
by presenting processed antigenic peptides on MHC molecules to prime naive antigen-specific T cells. DCs exist as
functionally distinct subsets, which can be distinguished based on their tissue distribution, cell surface markers, and
transcriptional programs (Table ).

Table I. DC Subsets®

DC subsets Monocyte DC cDC1 cDC2 pDC
Lymphoid resident . . . .
Tae Migratory (CD8ar) I[_)ycmphud resident IISyCmphou resident
Migratory (CD103")
CD11c* MHC-II N N int int
Mouse CD11b* LyceCho XCR1* CLECOA* Goilie LAl Gt Wl
5 " _ CD11b* CD24 B220* PDCA1
TS cngt AR Ce CD172a* CD8a™ SiglecH* Lyc6C*
CD8a* or CD103*
int + — int
CD11b*, CD14", Rllcatlicyl CD11c" MHC-II* ORI [Tl
AV CD206" il CD11b* CD172a" e
markers e CLECOA'FLT3* T EeA BDCA4* CD123*
BDCA3* CD11b™ CD304*
Against intracellular Against extracellular IFN /111, 1L-12,
TNF, iNOS, and ROI pathogens; pathogens TNF-q, IL6
production; IL-12 production; IL-12, TNFa production
Functions Presentation on TLR3 induced; production TLR7, TLR9
MHC-II; Cross-presentation Presentation on induced
CD4 T cell response on MHC-; MHC-II CD4 and CD8 T cell
CD8 T cell response CDA4 T cell response response

?Abbreviations: INOS, inducible nitric oxide synthase; RO, reactive oxygen intermediates.
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Glossary

Active invasion: Toxoplasma gondii
invades host cells by secreting effectors
(rhoptry and microneme proteins) that
enable parasite adhesion to the host
plasma membrane and penetration into
the forming vacuole.
Cross-presentation: refers to the
presentation by MHC-I molecules of
peptides derived from an extracellular
source (from endocytosed proteins or
microorganisms internalized through
phagocytosis or after active invasion).
Dense granule (GRA): specific
apicomplexan secretory organelle
containing proteins involved in the
maturation of the parasitophorous
vacuole, the formation of the
intravacuolar network, and the
modulation of host cell responses when
secreted beyond the vacuole limiting
membrane.

Endolysosome: intracellular organelle
resulting from the fusion of a lysosome
with an endocytic vesicle.
Endoplasmic reticulum (ER): a
network of membranous tubules within
the cytoplasm continuous with the
nuclear membrane involved in protein and
lipid synthesis and cellular homeostasis.
Exosome: extracellular vesicle
originated from the endocytic
compartment involved in cell-to-cell
communication.

Immunity-related GTPase (IRG) and
guanylate-binding proteins (GBPs):
GTPases induced upon interferon
gamma stimulation, which accumulate
at the parasite vacuole limiting
membrane and trigger its degradation.
Inflammasome: intracellular
multiprotein complex that detects
microorganisms and other stressors,
which activates IL-13 and IL-18
production. It also induces a form of cell
death called pyroptosis.

Intravacuolar network (IVN): a
network of membrane tubules and
vesicles, present in the vacuolar space of
the parasitophorous vacuole, that
interconnect the parasites and also
connect the parasites to the vacuole-
limiting membrane.

Parasitophorous vacuole (PV): an
intracellular vacuole in which the
parasites replicate, protected from the
host defense mechanisms.
Pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs): small molecular
motifs found in microbial molecules
recognized by pattern-recognition
receptors.



Pioneer studies reported that, upon Tg systemic infection, the induction of IL-12 production by mac-
rophages, DCs, and neutrophils depends on the signaling molecule MyD88, suggesting a TLR-
mediated microbial detection. Similar to MyD88™~ animals, mice in which MyD88 deletion is re-
stricted to CD11c¢* DCs fail to control type Il Tg systemic infection and exhibit a strong decrease
in IFN-y production [10,11], demonstrating the major role of DCs in inducing a protective T helper
cell (Th)1 immunity. In contrast to macrophages, IL-12 production in DCs downstream of MyD88
was found to be independent from the nuclear factor (NF)-kB pathway but to rely on the transcription
factor interferon regulatory factor 8 (IRF8) [12] (Figure 1A, Key Figure). TLR11 and TLR12, two
endolysosomal TLRs, which are able to form heterodimers and are stimulated in an UNC93B1-
dependent manner, were then identified as the major players in innate sensing of Tg by DCs, via
the recognition of Tg profilin (TgPRF) (Figure 1A) [13]. Mice deficient in these sensing molecules dis-
play a drastic defect in IL-12 production by splenic DCs. Consequently, IFN-y production is severely
impaired, and mice become highly susceptible to infection [13—17]. There seems to be a functional
specificity between both TLRs, since TLR12, but not TLR11, is involved in IL-12 production by
plasmacytoid DCs (pDCs) (Box 1). Similar to DC-MyD88™~ mice, TLR12™~ mice display a more se-
vere susceptibility to infection compared with TLR11™~ mice, which is due to a defect in the early
activation of IFN-y production by NK cells and impaired parasite clearance in the peritoneum [16].
Of note, TLR11/TLR12-mediated recognition of TgPRF only operates in mice and not in humans,
in which the ortholog TLR11/12 genes are not functional.

Sensing Tg beyond TLR11 and TLR12

TLR2 and TLR4 represent major mammalian surface TLRs that recognize lipoproteins and
liposaccharides derived from bacteria, viruses, fungi, and parasites. They can also signal from
endosomes after internalization of ligand/receptor complexes. In contrast to macrophages [18],
TLR2 and TLR4 were proposed to not operate in murine DCs in the sensing of Tg pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) based on the observation that IL-12 production is
not altered in splenic DCs of TLR2™~ and TLR4™" mice injected with soluble tachyzoite antigens
(STAgs) [19]. However, the responses of splenic DCs isolated from infected mice or of splenic
DCs infected ex vivo with live parasites have not been explored in this study. Along this line,
parasite surface adhesins TgMIC1/MIC4 were recently reported to stimulate IL-12 secretion in a
TLR2-dependent manner in bone-marrow-derived DCs (BMDCs) [20]. Alterations in the produc-
tion of additional TLR2-stimulated cytokines, notably type | interferons (IFN-I) [21], or in the regula-
tion of other DCs functions (e.g., antigen presentation [22]) were not examined in TLR2™~ infected
BMDCs. Thus, further exploration of TLR2 signaling after Tg infection may reveal novel regulatory
mechanisms of DC responses. Most importantly, while TLR2™~, TLR4™~ and TLR9™~ mice
infected systemically with Tg demonstrate limited susceptibility and modest defects in IL-12
production, severe mortality was demonstrated in the same animals receiving the parasite orally
[18,23,24]. Notably, DC maturation and migration to draining mesenteric lymph nodes (MLNs)
were altered in TLR9™~ mice together with decreased CD4™ T cell responses [23]. TLR2, TLR4,
and TLR9 were also demonstrated to be essential for the development of efficient IFN-y responses
by T cells in the small intestine after oral infection [23,24]. In addition, parasite-induced damage of
the intestinal mucosa is decreased in TLR4™~ mice and in mice treated with broad-spectrum
antibiotics, suggesting that mucosal immune responses to Tg also rely on the indirect stimulation
of DCs by normal gut microflora [25]. Hence, the route of infection likely impacts on the mechanisms
of Tg innate sensing, which may also differ after oral infection between the different DC subsets
present in the intestinal mucosa.

Tg Innate Sensing in Human DCs
Deciphering the respective roles of TLRs in the sensing of Tg PAMPs is of particular relevance for
human DCs, which lack functional TLR11 and TLR12 genes. In contrast to murine DCs, human
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Pattern-recognition receptors
(PRRs): host sensors that detect
PAMPs and trigger signaling pathways
involved in innate immune responses.
Phagocytosis: a mechanism by which
phagocytes engulf and digest large
particles and microorganisms.
Rhoptry (ROP): a specific
apicomplexan secretory organelle
containing proteins involved in parasite
invasion, PV formation, and modulation
of host cell responses.

Unfolded protein response (UPR):
ER stress response induced by an
accumulation of misfolded proteins in
the ER, changes in lipid homeostasis,
TLR stimulation, and oxidative stresses.
It is characterized by the activation of
three ER sensors: ATF6, PERK, and
IRE1a, which induce transcriptional
programs aiming to restore cell
homeostasis but can lead to the
induction of cell apoptosis.
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monocyte-derived DCs (MDDCs) fail to respond to STAgs as well as heat-killed (HK) or fixed
parasites [26,27]. The TLRs involved in Tg sensing in human DCs have not yet been identified;
however, studies carried out in human blood-derived monocytes, which are major producers
of IL-12 upon infection, revealed that parasite invasion is not essential to trigger cytokine re-
sponses. Furthermore, phagocytic uptake of live parasites and the acidification of the resulting
phagosome enhance cytokine production compared with active invasion (Figure 1B) [27].
When parasite phagocytosis (but not adhesion) is inhibited, cytokine responses are abrogated,
indicating that surface TLRs are not involved in Tg sensing. In addition, as phagocytosis of HK but
not irradiated parasites fails to stimulate cytokine production, efficient innate recognition of Tg
may rely on the detection of heat-labile compounds, possibly parasite RNA [27]. Thus, based
on what is known for phagosomes containing inert or microbial antigenic material, phagocytosis
of live parasites in human monocytes and DCs may trigger the stimulation of endosomal TLRs fol-
lowing phago-lysosomal fusion, or of cytosolic PRRs after phagosomal membrane disruption
[28]. Importantly, as opposed to the mouse context in which conventional cDC1s dominate
the IL-12 response, the human cDC1 are nonresponsive to Tg infection, and IL-12 and TNF-a
production following Tg stimulation is restricted to the cDC2 subset [27].

How Do PRRs Sense Parasites Residing in Intracellular Vacuoles?

Even in murine DCs, which have been more extensively studied, the molecular processes of
PAMP sensing from vacuolar parasites remain a conundrum. Using trans-well experiments,
Pifer et al. demonstrated that contacts between murine DCs and DC-depleted splenocytes in-
fected by tachyzoites are not required for TLR11-mediated IL-12 production [13]. This suggests
that TgPRF, a cytoskeleton protein localized in the cytosol of parasites, is released into the me-
dium and further internalized by DCs into endolysosomes, where TLR11/TLR12 are localized
[13] (Figure 1A). Whether TgPRF detection by distant DCs relies on the presence of the protein
in apoptotic bodies, necrotic debris, or exosomes remains an open question. In line with this
idea, two independent studies recently demonstrated an active role for exosomes released by
type | and type Il tachyzoites in stimulating IL-10, IL-12, and TNF-a production by macrophages

Figure 1. (A) Internalization of parasite debris, soluble tachyzoite antigen (STAg), Tg profiin (TgPRF), or Tg
exosomes stimulate interferon regulatory factor 8 (IRF8)-mediated production of interleukin (IL)-12 via a Toll-like receptor
(TLR)11/12- and MyD88-dependent pathway in mice. (B) Phagocytosis of live or killed parasites results in TLR activation
after phagolysosomal fusion. TLR11 and TLR12 play a major role in triggering a cytokine response in mice. However,
other endosomal TLRs, such as TLR 3/7/8/9, may be also stimulated, notably in human DCs, which lack functional TLR11
and TLR12 genes. Parasite degradation and partial disruption of the phagosomal membrane may lead to the release of
RNA/DNA from the parasite sensed by cytosolic pattern-recognition receptors (PRRs) described to induce type |
interferon (IFN) production. (C) Innate sensing of type | parasites that have actively invaded DCs relies on MyD88-
dependent activation of TLRs, and has yet to be fully uncovered. Possible additional mechanisms may involve the RIG-1
and STING sensors localized at the host mitochondria and endoplasmic reticulum, respectively, two compartments tightly
associated with the parasitophorous vacuole (PV). IFN-y stimulation triggers the phosphorylation of STAT1, but the
transcriptional activation of interferon-stimulated gene (ISG), notably immunity-related GTPase (IRG), is impaired in type
l-infected DCs, likely by a TgIST-mediated process. The Tg ROP5/17/18 effectors also block IRG-induced vacuole
damage upon IFN-y stimulation, while Tg ROP18 triggers ATF6[3 phosphorylation and degradation, resulting in decreased
CD8" T cell activation. Also, MHC-I, MHC-II, and co-stimulatory molecule surface expression are down regulated by type |
parasites. (D) The innate sensing of type Il parasites also relies on MyD88-dependent activation of TLRs. Distinct sensing
mechanisms compared with type | parasites may be induced, correlating with partial vacuole disruption. Upon IFN-y
stimulation, PV damage and antigen escape to the cytosol is mediated by autophagy proteins (ATG and p62) and IRG/
guanylate-binding protein (GBP) recruitment at the PV membrane. Other ISG genes may be also induced in a TgGRA15II-
and nuclear factor (NF)-kB-dependent manner. Possible leakage of parasite RNA/DNA upon PV disruption may activate
cytosolic PRRs. In addition, ISG15 induces IL-1{3 production in infected conventional (c)DC1. A putative activation of the
inflammasome has not been investigated. Type Il infection itself also triggers the phosphorylation of STAT1 but TgIST
effector likely reduces STAT1-mediated IRG/GBP expression. TgIST is also likely involved in the downregulation of MHC-II
molecule surface expression upon IFN-y stimulation. Abbreviations: cGAS, cyclic GMP-AMP synthase; STING, stimulator
of interferon genes; RIG1, retinoic acid inducible gene 1 protein; MAVS, mitochondrial antiviral signaling protein.
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in vitro. When injected into mice, these exosomes were able to induce specific anti-Tg humoral
responses and CD8* T cell-mediated immunity, suggesting that Tg exosome internalization by
DCs contributes to MHC-I and MHC-II antigen presentation [29,30]. Furthermore, in correlation
with the detection of TgPRF by immune cells 'at a distance' from infected cells, bystander splenic
DCs, which do not contain phagocytosed or invaded parasites, induce high amounts of IL-12
[31]. Yet, one may envision that, while TLR11/12 stimulation by TgPRF is critical to trigger IL-12
secretion, active invasion by parasites may activate distinct endosomal TLRs or cytosolic PRRs
(Figure 1C,D). Cytosolic PRR stimulation would imply a process of Tg PAMP export from the
PV to the host cytosol, in particular nucleic acids. Although speculative, it is logical to consider
that this process may be facilitated by vacuolar membrane breakdown following IFN-y and
STAT1-induced immunity-related GTPase (IRG) and guanylate-binding protein (GBP) re-
cruitment at the PV membrane (PVM) [6,32]. Supporting this hypothesis, polymorphic Tg
ROP18, ROP5, and ROP17 proteins are essential secreted factors localized at the PVM that dis-
rupt IRG/GBP-mediated parasite restriction, albeit in a strain-specific manner (Figure 1C). Type |l
strains possess an inactive ROP5 allele, which hampers blockade of PV disruption in IFN-y-
activated macrophages (Figure 1D). It is likely that similar mechanisms exist in DCs. In support
of this hypothesis, infection of IFN-y-primed BMDCs by type Il, but not by type |, parasites in-
duces the recruitment of ubiquitin and the P62 sequestosome (SQSTM1) at the PVM, via a pro-
cess dependent on the IRG-regulatory proteins Irgm1/lrgm3 and the autophagy-related proteins
(ATGs) ATGS3, ATG5, ATG7, and ATG16L1 (Box 2). Accumulation of p62 on parasite-containing
vacuoles occurs after partial damage by IFN-y-inducible IRG and GBP and contribute to the cy-
tosolic release of luminal antigens that activate CD8" T cell responses [33]. In addition, in BMDCs,
the infection itself is sufficient to trigger STAT1 phosphorylation and nuclear translocation in a
strain-independent manner, and these responses are accentuated by the addition of IFN-y [34]
(Figure 1C,D). However, parasites impede STAT1 activity by inducing the formation of aberrant
transcriptional complexes at the promoter of IFN-stimulated genes (ISGs), such as Irf1 and Igtp
[34] (Figure 1C). In macrophages, this inhibitory process is mediated by the Tg-secreted effector
IST (inhibitor of STAT1 transcriptional activity) in both type | and type Il strain-infected cells
[35-37]. Most likely, similar TgIST-mediated inhibitory mechanisms take place in infected DCs;
however, this remains to be formally established. As previously mentioned, upon IFN-y stimula-
tion of BMDCs, type Il parasites, but not type | parasites, induce Irgm1/lrgm3 recruitment at
the PVM, which is not sufficient to induce parasite clearance but triggers partial PV disruption
[33]. Although this difference is likely linked to the inactive ROP5-II allele, it is worth mentioning
that the distinct Tg strains can differentially modulate specific aspects of IFN-y signaling through

Box 2. Tg Modulation of Autophagy in DCs

Canonical autophagy is activated in Tg-infected cells upon CD40 signaling. This pathway is dependent on ULK1,
accompanied by LC3 accumulation onto the PV and it involves lysosomal elimination of the parasite [104,105]. Autophagic
targeting of Tg occurs in macrophages and endothelial cells where it plays an important role in parasite restriction,
in particular regarding access to the neural tissue [106]. As a survival counter-strategy, Tg activates signaling cascades
that antagonize host autophagy through at least two distinct mechanisms, involving the activation of Akt and the inhibition
of PKR. In addition, some autophagy-related proteins are required for the IRG/GBP-mediated restriction of Tg in the con-
text of IFN-y-stimulated macrophages and fibroblasts. However, these processes are distinct from bona fide autophagy,
which typically involves fusion with and degradation in lysosomes [104,105].

Autophagy regulates several DC functions, including antigen presentation, cytokine production, and migration [107].
In Tg-infected DCs, the recruitment of autophagy protein at the PVM regulates parasite antigen escape to the host cytosol
and subsequent T cell activation [33,86,87], albeit in a process that is likely not dependent on canonical autophagy [86,87].
Moreover, it is currently unknown to what extent autophagy contributes to Tg parasite restriction in DCs and if autophagy
avoidance pathways are mobilized by the parasite in this cell type. Interestingly, host autophagy may be hijacked by the
parasite for the acquisition of nutrients to sustain its growth [108]. Knowing that the PV in Tg-infected DCs intersects with
various host organelles [46,68,69,73], it would be interesting to investigate how the autophagosome-PV interplay
regulates both the parasite and DC metabolisms.

6 Trendsin Parasitology, Month 2019, Vol. xx, No. xx

Cell

REVIEWS



Cell

REVIEWS

the polymorphic effector proteins ROP16 and GRA15. In particular, GRA15 from type Il strains
was reported to upregulate a certain set of ISGs in human fibroblasts in a STAT1-independent
but NF-kB-dependent manner [38,39].

Therefore, strain-specific induced PV damage may promote Tg PAMP export to the host cytosol,
resulting in strain-specific innate sensing mechanisms and activation of corresponding down-
stream pathways. Of particular interest is the activation of the inflammasome. NLRP3 activation
and IL-1f production in human monocytes and bone marrow-derived macrophages were
reported to be specifically triggered by type Il strains and dependent on the secretion of
TgGRA15 into host cells [40,41]. Whether the inflammasome is activated in Tg-infected DCs
remains to be addressed.

Finally, although not yet explored in Tg-infected immune cells, other mechanisms of microbial
sensing may control the immune response outcome. The mitochondrial antiviral-signaling protein
(MAVS), stimulated downstream of the nucleic acid cytosolic sensor RIG-I (retinoic acid-inducible
gene |) as well as STING (stimulator of interferon genes), downstream of the cyclic GMP-AMP
synthase (CGAS) sensor, are localized at the mitochondrial membrane and the endoplasmic
reticulum (ER), respectively [42] (Figure 1C,D). Interestingly, these two compartments tightly
associate with the PVM, therefore are likely to be in direct contact with Tg PAMPs. Of note,
only type | and type Il strains, but not type Il strains, were reported to trigger the recruitment of
mitochondria at the PVM in human fibroblasts [43]. Additionally, a cell achieves frequent contacts
between the ER and late endosomes/lysosomes, where endosomal TLRs reside [44,45], and the
PV has been recently shown to intersect with various endosomal compartments [46]. Hence,
mechanisms distinct from PVM damage may promote the delivery of PAMPs from vacuolar
parasites into intracellular compartments implicated in microbial innate sensing.

DC Cytokine Secretion: Beyond IL-12

Owing to the crucial role of IL-12 in the induction of the cytotoxic and Th1 responses, most stud-
ies have focused on the mechanisms by which splenic DCs secrete this cytokine. Nonetheless,
the distinct DC subsets operating during infection may secrete additional cytokines contributing
to the regulation of various immune responses (Box 1). This aspect is illustrated by a recent
study showing that ISG15 production, an IFN-I-stimulated proinflammatory molecule, enhances
the recruitment of cDC1 specifically producing IL-1(3 at the site of infection during type Il parasite
systemic infection [47] (Figure 1D). Along this line, IFN-I plays an important role in parasite infec-
tions [48,49]. In Tg-infected mice, pDCs, which expand after oral infection with type Il parasites
and play a key role in CD4" T cell priming, were shown to secrete high levels of IFN-a [16,50].
In contrast, IFN-[3 is mainly produced by inflammatory monocytes in the MLN and requires para-
site phagocytosis [51]. Of note, human DCs actively phagocytose parasites and might therefore
trigger IFN-I secretion upon Tg infection. In addition, in the mouse, IFN-I serum levels gradually
increase during systemic Tg infection, and the cytokine can be detected in the brain and spleen
of infected mice. Ifnar™’~ (interferon alpha and beta receptor 1) mice orally infected with Tg, have
increased parasite loads compared with wild-type mice, correlated with slightly decreased
survival [51,52]. Importantly, IFN-I are prominent regulators of cDC1 turnover in vivo through
a dose-dependent modulation of multiple processes, including DC apoptosis, proliferation,
migration [53], and maturation [54] as well as their cross-presentation efficacy [55]. Hence,
the role of IFN-I (via an autocrine effect or produced by surrounding cells) in the modulation of
DC functions would deserve further exploration.

Moreover, the immune system associated with the intestinal mucosa comprises distinct lymphoid
cells, including antigen-experienced CD8" and CD4™ T cells and various subsets of innate
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lymphoid cells (ILCs), which reside in the epithelium and the underlying lamina propria (LP). DCs
are central players in determining tolerance versus immunity during inflammation and infection.
Among the DC subsets in the intestinal LP and MLN, CD103" DCs play an important role in main-
taining intestinal homeostasis and inducing regulatory or effector T cells (Box 1). Two recent stud-
ies highlighted the role of IL-22 in gut protection against inflammation-triggered tissue necrosis
during Tg type Il infection [56,57]. DCs being potent regulators of T cell and ILC functions, secre-
tion of cytokines by CD103* DCs and other DC subsets in the intestinal mucosa may contribute
to the establishment of protective CD4" T cell and ILC responses against immunopathology.
These responses may be manipulated by the parasite as suggested by the downregulation of
retinoic acid production previously observed in mucosal DCs [8].

To conclude, while in mice, TgPRF detection by TLR11/12 is critical in triggering the secretion of
IL-12 and the IFN-y response for early parasite clearance, active invasion of DCs and parasite
phagocytosis in human cells likely stimulate additional innate sensing mechanisms, which
have not yet been fully unraveled (Figure 1). These distinct mechanisms of Tg detection may
not only regulate DC secretion of various chemokines and cytokines, but also modulate
other DC functions, including antigen presentation and T cell priming [58-60]. In addition, it
is possible that Tg secretes yet to be identified, strain-specific factors that target PRR-
induced signaling pathways, impacting on the outcome of inflammatory responses. Finally,
based on the diversity of DC phenotypes and functions, it appears essential to explore in
more depth the mechanisms of Tg innate sensing in the different tissue-resident DC subtypes,
notably after oral infection.

Modulation of Tg Antigen Presentation and T Cell Responses

T cell activation relies on three signals: (i) signal 1 elicited by MHC/peptide complex engagement
of the TCR; (i) signal 2 triggered when co-stimulatory receptors (e.g., CD28) bind their ligands
(e.g., CD80, CD86) on antigen-presenting cells; (i) and signal 3 integrating the cytokine environ-
ment to complete T cell differentiation. Thus, antigen availability, expression of co-stimulatory
molecules and cytokine release are critical factors regulating T cell activation and memory
formation that can be targeted by Tg to promote parasite dissemination and/or persistence.

Mechanisms of MHC-I Presentation by Tg and Modulation Thereof

Through the process of cross-presentation, MHC-I molecules can present antigenic peptides de-
rived from extracellular sources, including those from microorganisms that reside in a phagosome
or avacuole, like Tg. The pathways by which Tg antigens access the MHC-I pathway have been
partially unraveled [61]. Active secretion of parasite antigens into the infected host cell is a major
requirement for efficient MHC-I presentation [62—-65]. Moreover, emerging evidence shows that
luminal and membrane-bound antigens follow processing mechanisms that exhibit similarities
as well as distinctions. The analogies include the implication of the transporter associated with an-
tigen processing (TAP) and the proteasome, suggesting that, in both cases, antigenic precursors
exit the vacuole and reach the host cytosol before loading onto MHC-I molecules [66,67]. For lu-
minal antigens, access to the DC cytosol is facilitated by fusion of vesicles of the host ER-Golgi
intermediate compartment (ERGIC) onto the vacuole [68] through a mechanism that depends
on the soluble NSF attachment protein receptor (SNARE) protein Sec22b [69]. This process pro-
motes the recruitment of components of the ER-associated degradation machinery onto the
PVM, then allowing retrotranslocation of vacuolar antigens to the host cytosol. Intriguingly,
Sec22b-mediated ER-PV interactions are not involved in the presentation of the membrane-
bound protective GRAB antigen [70]. Instead, optimal processing of GRA6 requires the epitope
to be located at the C terminus of GRA6 and to protrude into the host cytosol [70,71]. Of note,
the protective membrane-bound GRAG antigen associates with a membranous, tubulovesicular
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intravacuolar network (IVN) generated in the vacuolar space by parasite effectors. In the ab-
sence of this network, GRAG redistributes to the PVYM and is presented more efficiently by
MHC-I, leading to enhanced CD8* T cell responses [72]. Thus, by trapping membrane-bound an-
tigens, the network plays a negative modulatory function on recognition of Tg-infected cells by
CD8™ T cells (Figure 2).

Another way by which the parasite may potentially affect DC antigen presentation capabilities is
by redirecting organelles towards the PV. In Tg-infected fibroblasts, a variety of Rab-containing
organelles, including Golgi and endocytic compartments, are sequestered in the PV, allowing
lipid acquisition by the parasite [46]. In DCs as well, the PV intersects with endocytic recycling
compartments, resulting in accumulation of the Rab22a GTPase onto the PVM. In this case,
this process seems to benefit the host as it promotes Tg MHC-I presentation [73]. Yet at this
stage, besides effectors that generate the IVN [46], the effectors driving the PV-host organelle
connections remain ill-defined. Furthermore, the exact implications of these new infection-
related trafficking pathways on DC functions and parasite fitness remain to be studied.

Proteosomal
degradation

Endoplasmic
reticulum

\Jf GRAG associated to intravacuolar network [ Tg ROP proteins @ CD74/li

Q GRAG associated to vacuolar membrane © Tg GRA proteins
Trends in Parasitology

Figure 2. Modulation of Antigen Presentation by Tg Effectors. The intravacuolar tubulovesicular network (IVN)
reduces GRAG localization at the vacuole limiting membrane, therefore impeding access of the C-terminal fragment, that
contains the antigenic peptide, into the host cytosol. This ultimately reduces presentation of the GRA6-derived peptide by
MHC-I molecules on the cell surface. TgROP18 downregulates CD8 T cell activation by a yet unknown mechanism that
involves TgROP18-mediated phosphorylation and degradation of the endoplasmic reticulum (ER) sensor ATF6(3. Tg
infection represses H2-DM expression and induces CD74/li accumulation in the ER, thereby impairing MHC-II antigen
presentation and CD4 T cell activation.
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Additional indirect mechanisms may contribute to the modulation of MHC-I presentation by the
parasite. Of particular interest is the role of the ER-associated unfolded protein response
(UPR) induced by viruses, bacteria, and parasite infections [74]. UPR induction in DCs has re-
cently been implicated in the modulation of MHC-I antigen presentation in normal and patholog-
ical conditions [75-77]. Interestingly, type | TgROP18 was reported to directly phosphorylate the
host UPR sensor ATF6[3, resulting in its degradation by the proteasome 78] (Figure 1C). DCs iso-
lated from ATF6[ knockout (KO) mice exhibit a reduced ability to restimulate primed CD8* T cells,
but not CD4™ T cells, suggesting a yet unexplored function of ATF63 in MHC-I antigen presenta-
tion (Figure 2). However, since an enhanced IFN-y production by CD4* T cells in mice infected
with TgROP18 KO parasites was also observed, it is likely that additional mechanisms beyond
the targeting of ATF63-mediated cross-presentation dampen T cell activation [78]. Therefore,
whether TgROP18 directly impacts on MHC-I presentation requires further investigation. Finally,
it remains to be studied whether MHC-I presentation is modulated during the chronic phase of the
infection by persistent parasites present in tissues, such as the muscles, the retina, and the cen-
tral nervous system. Indeed, we have recently shown that MHC-| presentation of tachyzoite-
derived antigens by neurons is pivotal for CD8"* T cell-mediated parasite control in the brain
[79]. However, it remains to be established if and how effectors secreted by bradyzoites interfere
with MHC-I presentation, both in the target neuronal cells and in the surrounding DCs.

Modulation of MHC-II Presentation by Tg
The manipulation of the MHC-II antigen-presentation pathway by Tg tachyzoites has been
reported both at steady-state and following IFN-y stimulation (Box 3).

At steady-state, Tg promotes the accumulation of CD74/liin the ER of infected cells and reduces
the transcription of H2-DM, a chaperone essential for MHC-II loading. These combined effects
result in the inhibition of MHC-II presentation of parasite-derived antigens [80]. Accumulation
of CD74 is triggered by type | and type Il strains, requires invasion by live parasites (but not
replication), and is observed in macrophages and cDC1 isolated from the lymph nodes (LNs) of
infected mice. In fact, Tg infection is known to impede IFN-y-mediated upregulation of MHC-II
in multiple cell types [81,82]. This is due to the ability of Tg to disturb chromatin remodeling at
the class Il transactivator CIITA locus [35] through the blockade of STAT1 activity (Figure 2)
[83]. The parasite effector(s) responsible for this effect were reported to be rhoptry and/or
dense granule-derived proteins [80]. TgIST, which represses STAT1-dependent promoters,
is thus a very likely candidate for the dysregulation of MHC-II molecule expression [36,37].

By preventing the upregulation of MHC-II on the surface of infected DCs, Tg alters the activation
of CD4™ T cells in vivo [84] and impedes parasite control. In agreement, CD747~-H2-DM™~ KO
mice fail to control infection by type Il strains, correlating with high cerebral cyst burden,
showing the important role of MHC-II antigen presentation during chronic toxoplasmosis [80].

Box 3. Mechanisms of MHC-II Presentation by Tg

Two natural CD4* T cell antigens from Tg have been described so far: () the AS15 peptide derives from the TgCD4Ag28m
protein [85], predicted to be a secreted protein, and (i) the second one derives from TgPRF [109]. Based on the fact that
the Tg CD4Ag28m-derived AS15 peptide is robustly presented even when DCs are fed with heat-killed (HK) parasites, it is
likely that both secreted and nonsecreted parasite antigens have access to the MHC-Il antigen degradative compartments
where peptide loading on MHC-II molecules occurs [85,110]. The mechanisms promoting antigen entry into the
degradative compartments in the case of replicating parasites residing in a vacuole are still elusive. DCs deficient in the
autophagy protein ATG5, but not ATG7, induce diminished CD4* T cell production of IL-2 and IFN-y after type Il strain in-
fection [86,87]. This defect is not accompanied by changes in MHC-Il and co-stimulatory molecule expression or impaired
production of IL-12, IL-1(3, or TNF-a [86], suggesting that it may be linked to a reduced delivery of antigens to the MHC-II
presentation pathway.

10 Trendsin Parasitology, Month 2019, Vol. xx, No. xx

Cell

REVIEWS



Furthermore, immunization with the Tg AS15 peptide, a natural CD4* T cell antigen (Box 3),
lowered cyst burden and parasite load in the brain of infected mice [85].

Moreover, DCs deficient in the autophagy protein ATG5, but not ATG7, were reported to induce
diminished CD4™ T cell production of IL-2 and IFN-y after type Il strain infection, suggesting that
noncanonical autophagy may stimulate delivery of antigens to the MHC-II presentation pathway
(Box 2) [86,87]. In general, in contrast to macrophages, the role of autophagy in the modulation of
DC responses upon Tg infection remains mostly unexplored (Box 2).

Modulation of DC Maturation by Tg

Contrasting results were obtained in vitro on the modulation of co-stimulatory molecule expres-
sion following Tg infection. Infection by type | parasites leads to the activation of human DCs by
increasing the expression of CD40, CD80, CD86, and HLA-DR [26,88]. In contrast, immature
murine BMDCs are activated after exposure to HK parasites or STAg (increased CD40, CD80,
CD86, and MHC-II expression) but not after invasion by type | parasites, which also render
them resistant to subsequent activation by TLR ligands [84] (Figure 3). Importantly, Tait et al. re-
ported that infection by type | parasites is correlated with a decrease in the number of DCs in peri-
toneal exudate cells (PECs) and LNs, compared with type Il infection [89]. DCs recruited at the site
of infection display a reduced expression of CD80 and MHC-I compared with DCs analyzed dur-
ing type Il infection. As expected, the diminished number of activated DCs altered the generation
of specific CD8" T cell responses. In addition, IL-12 treatment during type | infection only mod-
estly increased the number of antigen-specific CD8" T cells, reinforcing the hypothesis that
type | parasites restrict CD8" T cell priming. The observed DC reduction upon type | infection
may be a result of parasite-triggered cell death or impaired recruitment in response to altered che-
mokine environment. Overall, this may well explain the higher virulence of type | strains in compar-
ison with type Il strains and suggest that type Il parasite virulence may be efficiently controlled by
murine DCs. Supporting this hypothesis, systemic infection of mice by type Il parasites resulted in
increased expression of CD40, CD80, CD86, and MHC-Il markers and elevated IL-12 production
by both CD8a™ and CD8a™ splenic DCs [90] (Figure 3). In addition, CD40-CD154 interactions
were found to be essential to maintain splenic DC activation during infection [90]. In agreement,
CD40 is upregulated in cDC1 following STAg injection in mice [91]. Therefore, strain-dependent
modulation of DC maturation appears critical to shape the generation of Tg antigen-specific
T cells and determine the outcome of infection in mice.

Nonetheless, the precise mechanisms by which the parasite interferes with key DC functions,
such as antigen presentation, DC maturation, and survival, need to be elucidated. Also, an im-
proved characterization of Tg antigen-presentation pathways in human DCs, as well as in distinct
tissue-resident DC subtypes, is an important goal for future studies.

Tg Modulation of DC Migratory Functions

Pioneer experiments suggested that DCs and monocytes participate to the transport of the par-
asite from the primary site of infection and are used as 'Trojan horses' to enhance rapid parasite
dissemination towards distant organs [92]. This phenomenon likely complements the ability of the
parasites to exploit cerebral endothelial cells as a replication niche and a direct portal of entry into
the brain parenchyma [93].

Supporting the 'Trojan horse' hypothesis, type | strain-infected murine BMDCs display enhanced
ability to disseminate in vivo compared with free tachyzoites [94]. Phagocytosis of HK parasites or
incubation with Tg secretory fraction do not enhance migration of DCs in vitro [94,95], suggesting
amodulation of host signaling by secreted effectors. In addition, DCs infected by type Il parasites,
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but not bystander cells, migrate significantly longer distances compared with type I-infected DCs
in a 3D matrix [96]. Similarly, an enrichment of migratory type ll-infected DCs compared with type |
strain-infected DCs was monitored in spleen and MLN 16 h after inoculation of preinfected
BMDCs [95]. Importantly, infection of monocytes, NK, B and T cells failed to induce an enhanced
migratory phenotype [97], indicating a DC-specific modulation of host responses by the parasite
via regulatory mechanisms that have been partially uncovered and recently expertly reviewed [98].
It is proposed that a transition from mesenchymal to the ameboid migration mode enables high-
speed locomotion of the parasite through interstitial tissues and across biological barriers, which,
in conjunction with enhanced chemotaxis, promotes Tg dissemination (Box 4).

Nonetheless, parasite effectors that stimulate the migratory ability of DCs need to be character-
ized. TgGRADb, secreted and inserted at the PVM during parasite intracellular replication, was
identified as a factor stimulating migration of human DCs in vitro [99]. The authors further
pinpointed a peptide derived from the type I-TgGRAS5 hydrophilic N-terminal region, which,
after internalization by micropinocytosis, triggers the expression of CCR7 and enhances DC
directional migration via a JNK-dependent signaling [99]. However, how this peptide acts at the
PVM during infection by live parasites remains to be determined. In addition to TgGRA5, Tg14-
3-3, a protein located in the vacuolar space, was shown to induce in vitro DC hypermotility and
enhanced chemotaxis via an unknown mechanism that may involve sequestration of host
14-3-3 at the PVM [100] (Figure 3). Thus, it is likely that a synergistic effect of several parasite ef-
fectors contributes to the modulation of distinct signaling pathways and transcriptional responses
altering DC migration. The identification and subsequent depletion of these effectors will provide a
useful means to assess the importance of parasite-driven activation of DC migration in Tg viru-
lence and the establishment of latent infections in mice. It is noteworthy that, after intraperitoneal
type | parasite injection, Tg was reported to preferentially target pDCs in the peritoneum and to
enhance their migration towards the marginal zone and T cell areas of the spleen. This process
was found to be partially dependent on CCR2 [101]. Therefore, further in vivo investigations are
required to clearly identify which DC subset(s) are targeted by the parasite at the site of infection
after oral infection [8], and whether a differential impact on DC migratory functions is observed in
an in vivo context between type | and type Il parasites.

Concluding Remarks

DCs critically bridge innate and adaptive immunity through their capacity to sense microbial com-
pounds and drive antigen-specific T cell activation. DCs perform this task by patrolling tissues in
search of danger signals, by antigen presentation, and by secreting immunomodulatory cyto-
kines that shape innate and adaptive immune responses. Hence, it is assumed that any manipu-
lation of these key activities by the parasite may directly impact on parasite dissemination or
persistence. A growing body of evidence suggests that the parasite targets each of these pro-
cesses (summarized in Figure 3). In laboratory mice, type | strain infection results in uncontrolled
parasite growth, rapid dissemination, and detrimental tissue inflammation that eventually kills the
host. In contrast, type Il parasite burden and inflammation are kept under control, allowing latent
infections to establish in organs distant from the gut, the primary site of parasite entry. While a
growing list of parasite effectors modulating host responses in macrophages and monocytes
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Figure 3. Modulation of Dendritic Cell (DC) Functions during Tg Infection. (A) Scheme summarizing the modulation of DC functions in mice infected by the Tg type |
and type Il strains during the different steps of the infection from parasite entry into the intestine, to their migration in secondary lymphoid organs. Tg parasites can also
disseminate to distant organs such as the brain and muscles, possibly by using DCs as shuttle leucocytes or as extracellular parasites in the blood. For simplification,
modulations of human DC functions by the infection were not included in this figure. (B) Table summarizing the functions of murine DCs that are upregulated (red) or
downregulated (green), compared with unchallenged DCs, by live Tg type | and type Il strain infection, killed parasites, or soluble tachyzoite antigens (STAgs). When
identified, the parasite effectors and targeted host pathways were indicated, as well as whether these findings were obtained in vitro in the context of differentiated or
isolated murine DCs (#) or in vivo in infected mice (§). Abbreviations: LN, lymph node; TgPRF, Tg profilin.
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Box 4. Modulation of DC Migratory Functions by T. gondii

In vitro, BMDCs and human MDDCs secrete GABA after infection with type |, Il, or Il strains [111]. GABA secretion
activates, via an autocrine effect, functional GABAA receptors, which induce the in vitro transmigration and chemotaxis
of type Il infected murine DCs and promote parasite dissemination after their adoptive transfer in mice [111,112]. The
signaling molecule calcium also plays a central role for this migratory activation as signal transduction following GABAergic
activation is mediated via the L-type voltage-dependent calcium channel (L-VDCC) subtype Ca,1.3. More recently, the
Barragan laboratory further identified a TIMP-1-CD63-ITGB1-FAK signaling axis hijacked by Tg to drive high-speed
ameboid migration [113]. Moreover, infected DC-enhanced migration is preceded by morphological changes. Human
and murine DCs infected by type Il parasites display cytoskeletal actin remodeling, exhibit a process of podosome disso-
lution and CD18 and CD11c integrin redistribution, thereby adopting an integrin-independent ameboid-like motility
[96,114]. These morphological changes require parasite invasion of the DCs but are independent of GABAergic signaling,
in agreement with the hypermotility phenotype being independent of chemotactic cues [114]. In particular, the initial
hypermotility phenotype of infected DCs does not depend on CCR7 or CCR5, but infected DCs upregulate CCR7 to
potentiate their chemotactic migration [111,114].

has been characterized, only a few were identified as possibly manipulating DC functions. It is
likely that effectors previously identified in other cell types may hijack similar host pathways in
DCs, notably TgGRA24 [102], which targets the p38 MAPK signaling, and TgIST, which impairs
STAT1-mediated ISG transcription [37]. However, it is also possible that certain Tg effectors exert
specific functions in DCs (see Outstanding Questions). Importantly, the genetic polymorphisms of
some effectors delineate the hypervirulence of type | strain versus the latency of avirulent type |l
strains in mice, with a major impact of type | parasite-mediated modulation of cell-autonomous
immunity. However, the ability of the different DC subsets to kill or restrict parasite growth remains
elusive. This may have major consequences on the stimulation of distinct Tg innate sensing
mechanisms. Whether Tg manipulates PRR-mediated detection of Tg PAMPs, and thereby the
downstream pathways controlled by PRR stimulation, needs to be explored.

DCs exhibit specialized trafficking pathways (e.g., dedicated for cross-presentation); it is thus
possible that DC-specific Tg effectors hijack such pathways to support their intracellular lifestyle.
Up to now, no type lI-specific effector that manipulates host-cell responses to eventually promote
parasite latency and host maintenance has been identified. Hence, identifying the key DC subsets
operating in the gut of orally infected mice, or the brain and muscular tissues during parasite
latency, and the characterization of their responses upon virulent versus latent infection are
important goals for future studies. Based on the specificity of DC functions compared with
macrophages, in-depth exploration of DC-Toxoplasma interactions is needed to open novel
therapeutic avenues that would reduce inflammation-induced pathology and boost antigen-
specific T cell responses, which could ultimately ameliorate the clinical outcome of cerebral
chronic toxoplasmosis.
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Figure 52 — Exemple d’un résultat de génotypage de souris C57BL/6 Xbp1f/f
IRE1%/f, La bande & 800pb détectée chez toutes les souris correspond au controle interne
(géne A20). La bande a 270pb visualisée pour les souris 3, 4, 6 et 7 correspond au géne
Cre. Cela signifie que les souris sont C57BL/6 XbplADC IRE1tru<DC,
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Figure 53 — Représentation du taux de différenciation des BMDCs et de leur
pourcentage d’infection. La population de cellules dérivés de la moelle osseuse murine
différenciées avec du GM-CSF pendant 10 jours exprimant les marqueurs CD11c+ et CMH-
[T+ doit étre supérieur a 80%. Le taux d’infection de ces BMDCs par la Pru Tomato
SAG1-Ova doit étre d’environ 80% pour une MOI de 4.
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Figure 54 — Graphique représentant le pourcentage de BMDCs infectées par
une souche RH ou Pru a différentes MOI.
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Electrophoresis File Run Summary

Instrument Information:
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Figure 55 — Exemple de la détection de la qualité de PARN par Bioanalyzer.
Le bioanalyzer est un outil d’électrophorése automatisé qui permet de détecter la qualité
de 'ARN en visualisant les ARN ribosomaux 18S (1°" pic) et 28S (2% pic). Le logiciel
mesure la qualité de ’ARN avec le RIN (RNA Integrity Number) pouvant aller de 1 (ARN
complétement dégradé) a 10 (ARN intact). Dans cet exemple, la présence des deux pics
majoritaires accompagnés de faibles pics additionnels montre une faible dégradation de

I’ARN se traduisant par un RIN d’environ 7,90 pour les échantillons.
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Détermination du nombre de Ct en fonction du Log(nombre de parasites)
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Figure 56 — Courbe d’étalonnage représentant le nombre de Ct en fonction du
log du nombre de parasites. La totalité de ’ADN extrait & partir d’'un nombre connu
de parasites purifiés allant de 10 & 1000000 parasites (ici représenté en échelle log) a été
utilisé en qPCR pour amplifier une séquence répétée du génome parasitaire avec les primers
TOX9-TOX11. Cela a permis de produire une courbe d’étalonnage représentant le nombre
de Ct (proportionnel a 'amplification de la séquence) par rapport au nombre de parasites
qui permet d’évaluer approximativement le nombre de parasites dans la rate et le liquide
intra-péritonéal.
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Figure 57 — Représentation de la stratégie de gating des DCs CD8a-/+ par
cytométrie en flux. Les DCs CD8uo-/+ sont identifiées en sélectionnant les cellules

vivantes CD45+ CD3- CD11c+ CMH-II+.
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Figure 58 — Représentation de la stratégie de gating des LTs par cytométrie en
flux. Les LTs CD4+ et LTs CD8- sont identifiés en sélectionnant les cellules vivantes

CD45+ CD3+.
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Figure 59 — Représentation de la stratégie de gating pour trier les DCs CD8a+
par cytométrie en flux. Les DCs CD8u-/+ sont triées en sélectionnant les cellules
vivantes CD45+ CD3- CD11lc+ CMH-II+4 CD8a-/+ singulets.
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Abstract
The intracellular parasite Toxoplasma gondii (T. gondii) is one of the most common zoonotic pathogen
invading all animals, including humans. In healthy individuals, type II parasite persists in cysts in the
central nervous system leading to severe mental disorders and increasing the risk of developing
neurodegenerative diseases. The control of chronic toxoplasmosis relies on dendritic cells (DCs) functions
that activate the IL-12- induced T cell IFN-y-derived response. In order to survive, T. gondii secretes an
arsenal of virulence factors that modulate host immune responses; however the interplay between DCs and
T. gondii has been poorly explored. Recent studies highlighted the intricate molecular cross-talk between
the Unfolded Protein Response (UPR) and the innate pathways. The UPR response is a cytoprotective
response induced during a cellular stress triggered by an imbalance in protein and lipid homeostasis, but
also during intracellular pathogen infection. So far, nothing is known about the influence of T. gondii
infection on the UPR. We hypothesized that T. gondii induction of the UPR could modulate the antigenic
presentation ability and cytokine secretion of DCs, thereby impacting parasite dissemination and
persistence. Using, Bone-Marrow-derived DC (BMDCs) and mice deficient for the ER sensor IREla and
the transcription factor XBP1, we examined the impact of the UPR on DC responses and T cell activation.
Our results demonstrated that 7. gondii infection activates the IREla arm of the UPR in BMDCs in a
MyD88 dependent manner, thereby inducing a unique set of secreted pro-inflammatory cytokines. We also
demonstrated that this pathway regulates MHC-I presentation of secreted parasite antigens. In infected
mice, we found that the IREla/XBP1s pathway is specifically activated in splenic ¢DCls, regulates T
CD8+ cell responses and thus, the IFN-y production. In addition, IREla/XBP1 deficient mice do not
control parasite proliferation and succomb during the acute phase of the infection. Therefore, our work

revealed an essential protective role of the IREla branch of the UPR in DCs to fight 7. gondii infection.

Résumé
Toxoplasma gondii (7. gondii) est un parasite intracellulaire obligatoire responsable d’'une zoonose
cosmopolite, la toxoplasmose. Chez les sujets sains, les parasites de type Il persistent sous forme de kystes
cérébraux, responsables de maladies mentales séveres et augmentant le risque d’apparition de maladies
neurodégénératives. Le contrdle de la toxoplasmose chronique dépend de la sécrétion de I'interleukine pro-
inflammatoire I1-12 par les cellules dendritiques (DCs) permettant lactivation des lymphocytes T CD8+
(LTs CD8+) cytotoxiques et la sécrétion de 'IFN-y. Les LTs CD8+ jouent un role clé dans I’élimination
des cellules parasitées durant la phase aiglie de 'infection, mais aussi dans ’établissement d’'une immunité
protectrice a long terme. Afin de survivre et persister, 1. gondii sécréte de nombreux facteurs de virulence
qui modulent les réponses immunitaires de son hote. Des travaux récents ont mis en évidence le role clé
de la réponse UPR (Unfolded Protein Response) dans la régulation des réponses immunitaires. La réponse
UPR est une réponse cytoprotectrice induite durant un stress cellulaire déclenché lors de variations dans
I’homéostasie protéique et lipidique au sein du réticulum endoplasmique mais aussi lors d’'un stress
infectieux. Jusqu'a présent, l'influence de l'infection par 7. gondii sur la réponse UPR n'est pas connue.
Nous avons émis I'hypothese que l'induction de I'UPR par T. gondii dans les DCs pourrait moduler leur
capacité de présentation antigénique et la sécrétion de cytokines inflammatoires, impactant ainsi la
dissémination et la persistance du parasite. En utilisant, des DCs déficientes pour certains effecteurs de
I'UPR (IREla et XBP1s), nous avons examiné I'impact de leur activité sur les DCs infectées. In vitro, nos
résultats ont montré que T. gondii active la voie IREla de 'UPR d’une maniere dépendante de la voie
MyD88 et contrdle ainsi la production des cytokines pro-inflammatoires 11.-6 et IL-12 et la présentation
antigénique d’antigenes parasitaires par le CMH-I. Dans les souris infectées, la voie IREla est
spécifiquement activée dans la sous-population de cDC1 et régule 'activation des LTs CD8+, essentiels a
la production de 'IFN-y. De plus, les souris déficientes pour IREla et XBP1 spécifiquement dans les DCs
ne contrélent pas la prolifération des parasites et succombent a l'infection aigile. Notre étude révele donc

un roéle protecteur essentiel de cette voie dans les DCs pour combattre l'infection a T. gondii.
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