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Résumé : Toxoplasma gondii est membre des parasites 

Apicomplexa qui sont caractérisés non seulement par 

un développement intracellulaire obligatoire, mais 

aussi par trois organites sécrétoires spécifiques à 

savoir les micronèmes, rhoptries et les granules 

denses. Pendant que certains parasites Apicomplexa 

sont capables d’infecter soit uniquement les animaux 

ou les humains, Toxoplasma gondii infecte à la fois les 

animaux et les humains en causant la toxoplasmose. 

Tout comme les autres parasites Apicomplexa 

(Plasmodium SP, Cryptosporidium SP…) la virulence et 

la survie intracellulaire de T. gondii dépendent des 

facteurs de virulence MICs, ROPs/RONs et GRAs que 

renferment respectivement les micronèmes, les 

rhoptries et les granules denses. Le trafic des facteurs 

pour la biogénèse des organites du parasite ainsi que 

leur sécrétion lors de l’invasion dépendent d’autres 

facteurs indispensables dont TgVPS35 et TgSORT qui 

sont partenaires l’une de l’autre et qui ont permis 

d’identifier TgREMIND (T. gondii REgulator of 

Membrane Interacting Domain) qui a fait l’objet de ma 

thèse. Le but principal de cette thèse était d’élucider 

les fonctions biologiques de la protéine TgREMIND 

dans le trafic intracellulaire et la biogénèse des 

organites sécrétoires spécifiques chez T. gondii. Nous 

avons dans un premier temps montré par bio-

informatique que TgREMIND possède un premier 

domaine F-BAR connu pour fixer les membranes en 

induisant la formation de vésicules et un second 

domaine original de fonctions inconnues que nous 

avons appelé REMIND (Regulator of Membrane 

Interacting Domain). Ce domaine a donc donné le nom 

de la protéine entière TgREMIND. Nous avons montré 

par la suite grâce aux tests de Lipid Overlay que 

TgREMIND fixe plusieurs phosphoinositols (PIP2) 

confirmant ainsi l’interaction prédite de TgREMIND 

avec la membrane. Nous avons aussi identifié par GST-

pull down les partenaires de TgREMIND, comme 

certains facteurs du trafic (TgVPS35, TgSORT, SECs 

etc…), certains facteurs lipidiques (START domaining 

containing protein et des phosphatidylinositols 

kinases) et des protéines 

des granules denses et celles des rhoptries qui sont 

majoritaires de toutes les partenaires. Par ailleurs, 

en testant l’anticorps anti TgREMIND sur les 

parasites sauvages, nous avons d’abord identifié en 

microscopie confocale le signal de TgREMIND qui est 

un signal ponctiforme cytoplasmique dans différents 

compartiments subcellulaires y compris les 

compartiments golgiens et post-golgiens, 

endosomal et à l’extrémité apical du parasite donc à 

proximité des rhoptries. Nous avons déterminé par 

western blots que la taille native est d’environ 140 

kDa de TgREMIND. Ensuite, nous avons créé un 

mutant knock-out inductible de TgREMIND à partir 

duquel nous avons montré qu’en absence de 

TgREMIND chez le mutant, qu’il y a des changements 

morphologiques des rhoptries, disparition des 

granules denses et absence de la sécrétion de leur 

contenu. Cela a affecté sévèrement la motilité des 

parasites, ce qui a pour conséquence une incapacité 

sévère des parasites à envahir les cellules de 

mammifères pour provoquer une infection 

toxoplasmique. Les différents défauts ont été 

corrigés par complémentation du mutant 

TgREMIND. Nous avons ainsi conclu que la protéine 

TgREMIND est probablement impliquée dans la 

formation de la membrane vésiculaire requise pour 

la biogenèse des organites sécrétoires spécifiques de 

T. gondii. La deuxième partie de ma thèse était 

portée sur la protéine TgSTART, partenaire lipidique 

de TgREMIND. Nous avons caractérisé TgSTART à 

partir des parasites transgéniques et du mutant 

Knockdown du gène TgSTART taggués avec l’épitope 

HA.  
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Abstract : Toxoplasma gondii is a member of 

Apicomplexa phylum, which is charaterzied by the 

presence of three parasite’s specific secretory 

organelles named micronemes, rhoptries and dense 

granules. While some Apicomplexa parasites can 

infect either only animals or humans cells, 

Toxoplasma gondii infects both animals and humans 

to induce toxoplasmosis. Like other Apicomplexa 

parasites such as Plasmodium SP, Cryptosporidium 

SP..., the virulence and intracellular survival of T. 

gondii depend on the MICs, ROPs/RONs and GRAs 

proteins that are the virulence factors contained in 

micronemes, rhoptries and dense granules 

respectively. The trafficking of this factors for the 

biogenesis of the parasite organelles as well as their 

secretion during invasion depend on other essential 

factors such as TgVPS35 and TgSORT which are 

partners of each other and which allowed to identify 

TgREMIND (T. gondii REgulator of Membrane 

Interacting Domain) which is the project of my 

thesis. The goal of this thesis is to elucidate the 

biological functions of the TgREMIND protein in 

intracellular trafficking and biogenesis of specific 

secretory organelles in T. gondii. We first showed by 

bioinformatics that TgREMIND has a N-terminus F-

BAR domain known to bind membranes by inducing 

vesicle formation and a novel C-terminus domain 

that we named REMIND for Regulator of Membrane 

Interacting Domain. We subsequently showed by 

Lipid Overlay assay that TgREMIND binds several 

phosphatidylinositol phosphate (PIP2 species). 

These data confirm the predicted interaction of 

TgREMIND with the membrane. We also identified 

by GST-pull down TgREMIND partners, such as some 

trafficking factors like TgVPS35, TgSORT, SECs etc..., 

some lipid factors as START domaining containing 

protein and phosphatidylinositol kinases, and dense 

granules proteins and rhoptries proteins, which are 

in the majority of all partners. 

 

Moreover, by testing the anti-TgREMIND antibody 

on wild type parasites, we first identified by 

confocal microscopy the signal of TgREMIND 

which is localized as punctated siganls in the 

cytoplasm of the parasites and includes the golgi 

and post-golgi compartments, endosomal and at 

the apical end where rhoptries are located. Then 

we determined by western blot, TgREMIND native 

size that is about 140 kDa. Moreover, we created 

an inducible knock-out mutant of TgREMIND and 

showed that in the absence of TgREMIND protein, 

there are morphological changes of the rhoptries, 

disappearance of dense granules and inhibition of 

the secretion of these organelles. This severely 

affected the motility of the parasites resulting in 

their inability to invade mammalian cells to cause 

the infection. These defects were restored by 

complementation of the TgREMIND mutants. We 

thus conclude that TgREMIND protein is probably 

involved in the formation of membrane vesicules 

that are required for the biogenesis of the specific 

secretory organelles of T. gondii. The second part 

of my thesis focused on the TgSTART protein, lipid 

partner of TgREMIND. We have characterized 

TgSTART from transgenic parasites and the 

Knockdown mutant of the TgSTART gene tagged 

with the HA epitope. 
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TgCA-RPs : Toxoplasma gondii carbonic anhydrase-related proteins  

TgCEN : Toxoplasma gondii Centriol protein 
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TgMIC2 : Protéine de micronème 2 de Toxoplasma gondii 

TgMyoA : Toxoplasma gondii Myosine A  

TgMyoF : Toxoplasma gondii Myosine F  

TGN : Trans-Golgi Network 

TgREMIND : Toxoplasma gondii Regulators of Membrane Interacting Domains 

TgSORT : Toxoplasma gondii sortiline Receptor  
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Introduction 

 Le phylum des Apicomplexa regroupe les parasites intracellulaires obligatoires, 

responsables de graves pathologies aussi bien chez les humains que chez les animaux (Füssy et 

Oborník 2017) ; (Frénal et Soldati-Favre, 2013). En dehors des organites classiques communs 

aux cellules eucaryotes, les parasites Apicomplexa possèdent des organites sécrétoires 

spécifiques tels que les rhoptries, les micronèmes et les granules denses (Sheiner et al., 2008). 

Ces organites caractéristiques parasitaires renferment des facteurs de virulence indispensables 

à l’envahissement de la cellule hôte par les parasites, à leur survie et à leur pathogénicité 

(Gubbels et Duraisingh, 2012). Dans ce groupe de parasite, figurent Toxoplasma gondii et 

Plasmodium falciparum. P. falciparum est responsable du paludisme en Afrique, en Europe, en 

Amérique avec des cas de décès variable d’une année à une autre (Lopez-Perez et al. 2016). 

Environ plus de 405.000 cas de décès palustre dû à P. falciparum ont été enregistrés dans le 

monde en 2018 et plus majoritairement en Afrique (Organization, 2018). S’agissant de T. 

gondii, il infecte de façon très fréquente un large spectre d’hôtes à sang chaud en causant la 

toxoplasmose, une maladie déjà développée par plus de deux milliards de personnes dans le 

monde (Tenter et al., 2000) ; (Hammoudi et al., 2018). L’infection due au toxoplasme est 

chronique et passe inaperçue dans la majorité des cas mais constitue néanmoins de véritable 

menace pour tous et surtout pour les sujets immunodéprimés et les nouveau-nés pour qui elle 

peut être mortelle (Montoya et al., 2004) ; (Nissapatorn et al., 2009). Grâce aux facteurs de 

virulence MICs et ROPs, T. gondii pénètre activement au sein de la cellule hôte. Le parasite 

crée lors de son entrée une vacuole parasitophore (VP) au sein de laquelle il assure sa réplication 

ou division (Hakimi et al., 2017) à l’abri de la défense immunitaire de l’hôte grâce aux protéines 

ROPs et GRAs libérées dans le cytoplasme de l’hôte (Bougdour et al., 2014); (Boothroyd et 

Hakimi, 2020) ; (Mayoral et al., 2022) ; (Yifan et al., 2020). T. gondii prend le contrôle des 

fonctions biologiques (le métabolisme, la transcription et la respiration mitochondriale) de la 

cellule hôte pour assurer sa propre dépendance nutritionnelle grâce aux ROPs et GRAs (Buzoni-

Gatel et al., 2008) ; (Blume et Seeber, 2018). Malgré sa virulence T. gondii présente certains 

avantages pour la recherche scientifique tel que la culture facile in vitro et la rapidité 

multiplicative faisant ainsi du parasite un modèle d’étude biologique des Apicomplexa (Kim et 

Weiss, 2004) ; (Sun et al., 2021). 

Aujourd’hui, la lutte contre la toxoplasmose aussi bien en Europe qu’en Afrique et 

même en Amérique comme en Asie rencontre des difficultés à cause de la toxicité des potentiels 

médicaments actuellement utilisés comme pyriméthamine et sulfamides. De plus ces drogues 

anti toxoplasmiques  n’éliminent pas les kystes toxoplasmiques et  aucun vaccin n’a été conçu 
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contre le parasite chez l’homme, augmentant l’ampleur de la toxoplasmose (Fellows et al., 

2017). Tout cela incite à la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques, pour identifier de 

nouvelles drogues ou nouveaux médicaments. C’est dans ce cadre que s’inscrit la présente thèse 

de doctorat qui porte sur la protéine TgREMIND (Toxoplasma gondii Regulators of Membrane 

Interacting Domains). 

  Lors de mes travaux de recherches, nous avons démontré la fonction biologique de la 

protéine TgREMIND dans la biogénèse des organites spécifiques de Toxoplasma gondii. La 

protéine TgREMIND a été identifiée au sein de notre équipe TIBOT, comme partenaire 

spécifique de la protéine TgVPS35 par immunoprécipitation (Sangaré et al., 2016). Le nom 

TgREMIND est dû aux fonctions prédictives des différents domaines de la protéine. En effet, 

la protéine TgREMIND est connue sous le nom de protéine hypothétique (HP) (ToxoDB) lors 

de sa découverte et possède des homologues aussi bien chez Toxoplasma gondii que chez 

certains parasites Apicomplexa. Les protéines hypothétiques sont très peu connues et leurs 

fonctions biologiques puis précisément dans le trafic intracellulaire et la biogénèse des organites 

sécrétoires spécifiques chez les Apicomplexa restent à élucider. Mes travaux de recherche visent 

à démontrer l’importance de la protéine TgREMIND chez T. gondii. En effet, il s’agit d’une 

première étude de la protéine TgREMIND qui nous a permis de décrire les mécanismes dans 

lesquels la protéine TgREMIND intervient lors du trafic intracellulaire des protéines et lipides 

pour la biogénèse des organites sécrétoires spécifiques indispensables à la survie de T. gondii. 

C’est ainsi que notre question de recherche était de savoir si l’absence de la protéine 

TgREMIND perturbe-t-elle la formation de ces organites spécifiques cruciaux nécessaires à 

l’infection toxoplasmique ?  
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 Partie1 : Généralités sur T. gondii, un parasite Apicomplexa 

 I Présentation des parasites Apicomplexa 

Le phylum des Apicomplexa représente une partie des Aveolata, un groupe de protistes 

qui comprend les ciliés et les dinoflagellés (Fast et al., 2002). Dans ce groupe, les Apicomplexa 

regroupent un nombre important de parasites strictement intracellulaires obligatoires, soit 

environ plus de 6000 espèces (Adl et al., 2007) ; (Blader et al., 2015) et qui causent diverses 

maladies aussi mortelles tant pour les animaux que pour les humains (Janouškovec et al., 2019). 

Parmi ces parasites figurent T. gondii, P. falciparum, Cryptospridium parvum et Isospora spp 

qui infectent l’homme avec un niveau d’émergence croissant et constituent de véritable menace 

pour la santé mondiale (Beck et al., 2009) ; (Campo et al., 2019). T. gondii cohabite dans le 

groupe des Sarcocystidae avec Neospora et Isospora, deux parasites Apicomplexa qui sévissent 

actuellement comme T. gondii dans le monde (Figure 1) (Elsheikha et al., 2005) ; (Beck et al., 

2009). Eimeria spp, Neospora spp, Babesia spp et de Theileria spp sont également des parasites 

émergeants qui infectent strictement les animaux et constituent ainsi de véritables problèmes 

pour l’élevage mondial (Elsheikha et al., 2005) ; (Füssy et Oborník, 2017) ; (Janouškovec et 

al., 2019). 

 

Figure 1 : Arbre phylogénétique du phylum des Apicomplexa (Elsheikha et al., 2005) ; (Beck 

et al. 2009). 
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I-1 Cryptosporidium spp 

Le genre Cryptosporidium spp regroupe plusieurs espèces dont C. ducismarci, C. 

testudinis, C. hominis, C. andersoni, C. muris, C. tyzzeri, C. erinacei et C. parvum 

(Kostopoulou et al., 2015) ; (Qi et al. 2015) ; (Deng et al., 2017) ; (Inácio et al., 2017) identifiées 

le plus souvent dans les aliments y compris l’eau (Couso-Pérez et al., 2020). Ces parasites 

opportunistes causent la cryptosporidiose, une maladie diarrhéique mortelle chez les personnes 

immunodéprimées et les enfants de moins de 5 ans  dans le monde (Troeger et al., 2018), 

(O’Connor et al., 2011) ; (Vinayak et al., 2015). D’après l’OMS en 2017, le taux de mortalité 

annuel de la diarrhée chez les enfants est estimé à près d’un tiers du taux de contamination 

annuel qui est plus de 1,7 millions (https://www.who.int/en/news-room/fact-

sheets/detail/diarrhoeal-disease); (Troeger et al., 2018). Les pays de l’Asie du sud et l’Afrique 

subsaharienne dont le Bénin enregistrent la majeur partie de ce taux de mortalité mondial 

(Kotloff et al., 2013). En France le taux de décès dû à la cryptosporidiose est plus enregistré 

chez les personnes immunodéprimées et est causé essentiellement par Cryptosporidium parvum 

(Costa et al., 2020). 

I-2 Eimeria spp 

 Les parasites du genre Eimeria affectent exclusivement les animaux (domestique et 

sauvage) en causant la coccidiose, une maladie qui provoque de véritable perte économique sur 

le plan mondial (Beck et al., 2009) ; (Balta et al., 2021). Parmi ces parasites figurent plusieurs 

espèces dont : Eimeria bovis, Eimeria zuernii, Eimeria alabamensis, Eimeria brasiliensis, 

Eimeria bukidnonensis, Eimeria canadensis, Eimeria cylindrica, Eimeria ellipsoidalis, Eimeria 

subspherica et Eimeria zuernii (Velásquez et al., 2021) ; (Pyziel et al., 2014) ; (Cruvinel et al., 

2018). Au Bénin, la prévalence de la coccidiose était estimée à 36,6% chez les troupeaux et 

oiseaux (Dakpogan et Salifou, 2013). Le taux de mortalité de la coccidiose chez les perdrix était 

compris entre 46,5%-52,1% en France (Naciri et al., 2011). 

I-3 Plasmodium spp 

 Le genre Plasmodium spp regroupe les espèces comme P. falciparum, P. vivax, P. ovale 

curtisi, P. malariae et P. knowlesi responsables du paludisme dans le monde (Calderaro et al., 

2013) ; (Beck et al., 2009). Le paludisme dû au P. falciparum est la forme la plus grave surtout 

chez les femmes enceintes et les enfants à travers le monde surtout en Afrique (Kalanon et 

McFadden, 2010). 

https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/diarrhoeal-disease
https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/diarrhoeal-disease
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I-4 Toxoplasma gondii  

 La toxoplasmose est une maladie cosmopolite aussi bien animale qu’humaine et qui est 

causée par T. gondii, l’unique espèce du genre Toxoplasma. La prévalence de la toxoplasmose 

humaine au Bénin est estimée à 48% chez les femmes (Ogouyèmi-Hounto et al., 2014). Au 

Bénin, T. gondii est à la base de près de 27% des cas de perte fœtale et d’environ 36% de 

mortalité néonatale chez les animaux (Tonouhewa et al., 2020).  En Europe, la prévalence de la 

toxoplasmose était d’environ 67% chez les chats (Montazeri et al., 2020) alors que son 

estimation était de 27% chez les femmes (Nogareda et al., 2014). Faisant partie du phylum des 

Apicomplexa, la classification taxonomique de T. gondii se présente comme suit Règne : 

Protista, Phylum : Apicomplexa, Classe : Coccidia, Famille : Sarcocystidae, Sous-famille : 

Toxoplasmatinae, Genre : Toxoplasma et Espèce : gondii (Barta, 2001) ; (Levine, 1988). 

II Biologie de T. gondii, agent causal de la toxoplasmose  

II-1 Cycle biologique de T. gondii et les différents stades parasitaires 

Le cycle de vie de T. gondii se déroule en deux grandes phases : la phase sexuée et la phase 

asexuée. En effet, lors de son évolution Toxoplasma effectue la phase sexuée de son cycle chez 

les félidés dont le chat qui est l’hôte définitif. Quant à la phase asexuée, elle se déroule chez les 

êtres vivants tels que : les mammifères, les oiseaux et les animaux aquatiques qui représentent 

l’hôte intermédiaire du parasite (Dubey et al., 1998) ; (Dubey, 2009). Lors de ce cycle 

complexe, le parasite alterne ses différentes formes à savoir le tachyzoïte, le bradyzoïte et le 

sporozoïte (oocyste sporulé) au sein de ces différents hôtes (Figure 2). Le tachyzoïte (Figure 

2A) est la forme virulente du parasite et est doté d’une multiplication plus rapide et est 

typiquement identifié dans les infections aiguës. S’agissant du bradyzoïte (origine des kystes 

tissulaires) (Figure 2B), c’est la forme de multiplication lente du parasite et caractéristique des 

infections chroniques chez l’hôte intermédiaire, contrairement au sporozoïte (Figure 2C) 

produit uniquement chez l’hôte définitif donc lors de la reproduction sexuée (Attias et al., 

2020). 

II-1-1 Phase sexuée 

Chez T. gondii, la phase sexuée encore appelée la gamétogonie se déroule uniquement chez 

le chat son hôte définitif de référence (Kochanowsky et Koshy, 2018). Le chat s’infecte par les 

kystes toxoplasmiques qui se situent dans les petits oiseaux ou rongeurs. Dans l’estomac, en 

raison du probable niveau faible du pH, la paroi kystique est perturbée par l’action des enzymes 

protéolytiques libérant ainsi les bradyzoïtes (Figure 2D). Ces derniers vont envahir les cellules 

épithéliales et gagner ensuite les entérocytes au niveau desquelles il y a la schizogonie (une 
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série de division asexuée) générant des schizontes qui s’individualisent par fragmentation 

cytoplasmique en des mérozoïtes (Attias et al., 2020). Ces mérozoïtes se différencient par la 

suite en des microgamétocytes mâles et macrogamétocytes femelles dont les zygotes donnent 

des oocystes après fécondation. Possédant une taille de 10 à 12 μm de diamètre, ces oocystes 

sont entourés d’une double couche formant ainsi la paroi qui les protège. Dans l’environnement, 

le chat excrète ces oocystes qui sont sporulés dans un délai de 21 jours pour donner les oocystes 

sporulés (sporozoïtes haploïdes) très infectant pour les autres hôtes (Dubey et al., 1970) (Figure 

3). Les oocystes sporulés peuvent survivre jusqu’environ 15 mois à température ambiante, ou 

au moins 54 mois à 4°C ou encore à six mois dans l’eau de mer à température ambiante ou à 

4°C (Dubey et al., 1998) ; (ANSES, 2011). 

 

 Figure 2 :  Morphologie des différentes stades parasitaires de Toxoplasma gondii 

: A) Ultrastructure d’un tachyzoïte intracellulaire de T. gondii par microscopie électronique. B) 

Ultrastructure d’un bradyzoïte de T. gondii par microscopie électronique (Coppin et al., 2003) : 

DG : granule dense ; C : Conoïde ; M : Micronèmes ; N : Noyau ; R : Rhoptries, AG : Grains 

d’amylopectine (Coppin et al., 2003). C) Oocyste sporulé protégé par sa paroi (grande flèche) 

contenant deux sporocystes (têtes de flèches) renfermant chacun quatre sporozoïtes (petites 

flèches) (Dubey et al., 1998). D) Rupture de la paroi d’un kyste libérant plusieurs bradyzoïtes 

sous l’action des sucs digestifs (Anofel, 2014). 
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Figure 3 : Cycle de vie de T. gondii chez le chat (Attias et al., 2020) : a) ingestion de proie 

contient des kystes tissulaires. b) digestion de la paroi kystique dans l’estomac et dans l’intestin 

et libération des bradyzoïtes. c) envahissement des cellules épithéliales de l’intestin par les 

bradyzoïtes. d) division des bradyzoïtes par schizogonie dans les entérocytes en des schizontes 

qui se fragmentent en mérozoïtes. e) différenciation des mérozoïtes en des microgamétocytes 

mâles et macrogamétocytes femelles (f). g) fécondation des zygotes en oocystes non sporulés 

excrétés par le chat (h). i) sporulation avec genèse de deux sporocystes dont chacun contient 

quatre sporozoïtes (j). 

II-1-2 Phase asexuée 

Très souvent l’hôte intermédiaire est infecté par le parasite en ingérant les oocystes 

toxoplasmiques matures contenus dans les aliments souillés ou des kystes contenus dans les 

viandes contaminées (Figure 4). La paroi des oocystes (Figure 2C) et des kystes (Figure 2D) 

sont digérées par des enzymes digestives et les parasites libérés se différencient en tachyzoïtes 

(la plus virulente forme à division rapide). Ces tachyzoïtes sont entourés d’une vacuole 

parasitophore au sein de laquelle ils se divisent de façon binaire entre 6-8 h in vitro et se libèrent 

lorsque leur nombre atteint 64 à 128 par cellule à l’issu de 6 ou 7 cycles de division (Dubey et 

al., 1998) ; (Black et Boothroyd, 2000) ; (Gordon et al.,2008) ; (Nishi et al., 2008) (Figure 3). 

Les tachyzoïtes sont en mesure d’envahir toutes les cellules de l’hôte et d’induire la réponse 

immunitaire chez l’hôte (Black et Boothroyd, 2000) ; (Carruthers et Boothroyd, 2007). Parfois, 
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certains tachyzoïtes non éliminés lors de la réponse immunitaire de l’hôte, se différencient en 

bradyzoïtes qui vont s’enkyster dans les tissus musculaires et nerveux : le système nerveux 

central, la rétine, ainsi que dans les muscles squelettiques ou cardiaques, conduisant ainsi à la 

forme chronique de la toxoplasmose (Gross et Pohl, 1996) ; (Tenter et al., 2000). La réactivation 

des kystes toxoplasmiques peuvent survenir en conduisant à de nouveaux tachyzoïtes, au 

moment où le système immunitaire de l’hôte est affaibli, ce qui peut provoquer une 

recrudescence massive et potentiellement mortelle (Black et Boothroyd, 2000). 

II-2 La toxoplasmose 

La toxoplasmose n’épargne aucun pays du monde et son estimation au niveau planétaire 

est de 30%  avec la présence kystique dans la cerveau (Lyons, 2002). Cliniquement, quatre cas 

de figures de la toxoplasmose sont identifiés : la toxoplasmose acquise des sujets 

immunocompétents, la toxoplasmose de l’immunodéprimé, la toxoplasmose congénitale et la 

toxoplasmose oculaire. La toxoplasmose aigüe est presque asymptomatique jusqu’à 90% 

(Kravetz et Federman, 2005), les quelques rares signes cliniques tels que la fièvre, des malaises, 

les maux de gorges et des céphalées décrits par certains patients sont non spécifiques (Rorman 

et al., 2006). Chez les personnes immunodéprimées (personne souffrant du VIH-SIDA, du 

cancer, ou ayant reçu une greffe d’organe), l’encéphalite est confirmée comme signe clinique 

(Lyons et al, 2002). Le toxoplasme induit dans ce cas des lésions cérébrales ou encéphaliques 

diffuses, en perturbant le système nerveux central du malade lors d’une réactivation de la 

maladie puisque le système nerveux est défaillant (Montoya et Liesenfeld, 2004). Dans ce cas, 

certains organes tels que le cœur, le poumon, le foie sont parfois touchés, ce qui conduit à une 

perte de vie du patient.  

 II-2-1 Différentes voies d’infection 

 La transmission de la toxoplasmose se fait par plusieurs voies et implique 

obligatoirement les différentes formes du parasite y compris les kystes et les oocystes contenus 

dans les aliments et les tachyzoïtes situés à l’intérieur de la cellule hôte.  

II-2-1-1 Infestation par ingestion des aliments  

 L’une des voies de la transmission de la toxoplasmose s’effectue par ingestion des 

aliments d’origine minérale (eau) et végétale souillés par les oocystes sporulés de l’hôte 

définitif (chat), par l’homme et les autres animaux (domestiques comme sauvages). L’homme 

est également contaminé lorsqu’il consomme les viandes généralement non cuites et qui 

contiennent déjà des kystes toxoplasmiques (renfermant de bradyzoïtes) (Figure 4) (Carruthers 

et Suzuki, 2007) ; (Attias et al., 2020). 
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II-2-1-2 Infestation par voie congénitale 

La transmission congénitale est encore appelée transmission transplacentaire et se 

traduit par le passage des tachyzoïtes par voie placentaire de la mère au fœtus lorsque cette 

dernière est séropositive au toxoplasme (Jones et al., 2007) (Figure 4). La toxoplasmose 

congénitale est la source de graves fœtopathies dont la lésion neuronale et ophtalmologique, 

des convulsions, des malformations ou la perte fœtale et un retard mental chez le nouveau-né 

et parfois son décès (Ajzenberg et al., 2002 ; (Goldstein et al., 2008) ; (Lopes et al., 2007).  Ces 

graves conséquences dépendent surtout de l’âge de la grossesse avant la primo-infection 

maternelle. Lors des trois premiers mois de la grossesse, le taux de la transmission fœtale est 

d’environ 25% et les conséquences sont telles que : la mort in utero du fœtus, des lésions 

cérébrales graves ou encore décès à la naissance. Au cours du deuxième trimestre de la 

grossesse prédomine la toxoplasmose sévère pouvant conduire à l’atteinte viscérale comme à 

la mort du nouveau-né. Mais au fur à mesure que la grossesse évolue le taux de transmission 

fœtale augmente et est d’environ 75% voire 95% respectivement au-delà du septième mois de 

la grossesse et les dernières semaines. A ce stade les conséquences sont moins graves mais non 

négligeables puisque l’immunité serait déjà mature par rapport au début de la grossesse (Mets 

et Chhabra, 2008).  

II-2-1-3 Autres voies de contamination 

Autre mode de transmission du toxoplasme est celle de la transfusion sanguine lors de 

laquelle les tachyzoïtes contenus dans le sang du donneur sont transmis dans l’organisme 

receveur. Il existe également le cas de contamination par une greffe d’organe ou de tissu 

renfermant déjà des kystes toxoplasmiques chez le donneur  (Figure 4) (ANOFEL, 2014) ; 

(Attias et al., 2020). 

En effet, quel que soit le mode de la transmission, la gravité de la toxoplasmose 

débouche sur diverses formes de la maladie telles que la forme multiviscérale, la forme 

ganglionnaire (caractérisée par l’adénopathie) et la forme oculaire. Cette dernière est marquée 

par la rétinite blanche et nécrosante ou parfois par une rétinite choroïdite pigmentée et elle varie 

d’un individu à un autre (Ozgonul et Besirli, 2017). 
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Figure 4 : Voie de contamination de T. gondii (Attias et al., 2020). a) Chat : hôte définitif. b) 

libération des oocystes par le chat. c) aliments contaminés par les oocystes sporulés. d) 

ingestion des oocystes sporulés par des hôtes intermédiaires via les aliments contaminés. e) hôte 

intermédiaire (exemple : bovins, volailles, rat). f) ingestion des kystes tissulaires contenus dans 

l’hôte intermédiaire. g) hôtes intermédiaires humains. h) infection du fœtus par les tachyzoïtes 

par voie placentaire. i) transmission des tachyzoïtes par transfusion sanguine et des kystes 

tissulaires par transplantation d’organe (j).  

II-2-2 Diagnostic et traitement de la toxoplasmose 

II-2-2-1 Diagnostic de la toxoplasmose 

  Le diagnostic de la toxoplasmose repose sur la détection de T. gondii avec une forte 

spécificité et sensibilité. Aujourd’hui plusieurs techniques de diagnostic sont utilisées dont la 

détection sérologique des immunoglobulines G (IgG) ainsi que leur avidité sérique. La 

connaissance de l’avidité nécessite aussi la recherche des anticorps IgA ou IgE comme IgM 

tous anti Toxoplasma qui renseignent non seulement sur la présence du parasite, mais donnent 

aussi plus de précision sur la période de l’infection (récente ou ancienne) (Remington et al., 

2004). Ces détections se font par la technique d’enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
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ou par usage des kits commerciaux immunofluorescents aux anticorps anti T. gondii (également 

utilisée au Bénin). Dans d’autres cas, les techniques telles que la Polymérisation de Réaction 

en Chaine (PCR) et le Western blot en ciblant certains antigènes de surface du parasite (P30, 

SAGs,..) sont aussi utilisées  (Wang et Yin, 2014). 

➢ Diagnostic de l’infection acquise chez la femme enceinte  

 Dans tous les cas de l’infection due au T. gondii, les premiers anticorps dirigés contre le 

parasite sont les IgM à un taux très élevé, dans un intervalle de 7 à 21 jours post infection et 

s’ensuit la production des IgG qui durent à vie. La seule présence des IgG en absence des IgM 

indique une infection ancienne, ce qui protège le fœtus mais il est nécessaire de reprendre une 

deuxième fois l’examen sérologique pour confirmer la stabilité des IgG (Suzuki et al., 2001) ; 

(Fricker-Hidalgo et al., 2013). 

➢ Diagnostic de l’infection congénitale chez le fœtus et chez le nouveau-né 

La toxoplasmose est identifiée chez le fœtus exclusivement par PCR qui est effectuée 

sur le liquide amniotique à 18 semaines ou plus de la grossesse pour amplifier l’ADN parasitaire 

si la mère est suspectée ou est testée positive, c’est la technique la plus utilisée en France 

(Romand et al., 2001). La toxoplasmose est aussi asymptomatique chez le nouveau-né, mais 

des altérations subtiles peuvent être observées et vont permettre ainsi de soupçonner la 

toxoplasmose (Moncada et Montoya, 2012). Cela est confirmé par la présence des IgA et IgM 

spécifiques ou des IgG de T. gondii (si l’enfant a déjà 1 an) et par la PCR (pour plus de 

précision) (Kotresha et Noordin, 2010) ; (Moncada et Montoya, 2012). 

➢ Diagnostic de l’infection chez les personnes immunodéprimées 

Le diagnostic de la toxoplasmose chez les immunodéprimés se fait exclusivement par 

la détection directe du parasite. Ce qui consiste soit un isolement de T. gondii dans les tissus du 

malade, soit par la PCR sinon par les deux techniques à la fois (Robert-Gangneux et al., 2015) ; 

(Montoya et Liesenfeld, 2004). 

➢ Diagnostic de la toxoplasmose oculaire 

La toxoplasmose oculaire est caractérisée par la présence du parasite dans la rétine 

entrainant ainsi une vision floue chez le patient (Delair et al., 2011) ; (Park et Nam, 2013). Son 

diagnostic est basé sur des examens ophtalmologiques des caractéristiques décrites ci-dessus 

avant d’être suivi par la détection des IgM et IgG, ce qui est parfois complété par la PCR qui 

porte sur les spécimens intraoculaires pour amplifier l’ADN de T. gondii (Harper et al., 2009) ; 

(Rothova et al., 2008).  
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II-2-2-2 Traitement de la toxoplasmose 

La thérapie toxoplasmique est le plus souvent basée sur la combinaison des anti-

parasitaires dont la plus fréquente est la combinaison de la pyriméthamine associée avec la 

sulfadiazine et l’acide folique (Montoya et Liesenfeld, 2004). Lorsque l’infection fœtale est 

confirmée, la femme enceinte est mise sous traitement précoce par combinaison de l’acide 

folique, de la pyriméthamine et de la sulfadiazine. Ce traitement est strictement spécifique aux 

femmes gestantes dont la grossesse date strictement de plus de 18 semaines afin d’éviter des 

malformations fœtales (effet tératogène) dues à la pyriméthamine (Remington, 2011). Le 

nouveau-né d’un an soupçonné ou déjà positif à l’infection est traité soit par de l’acide folique 

ou de la pyriméthamine soit par la clindamycine (Moncada et Montoya, 2012).   

Pour la prévention de la toxoplasmose fœtale, lorsque la femme est à sa primo-infection 

dès la 18ème semaine de sa grossesse, celle-ci est mise sous la spiramycine, c’est le cas en Europe 

et au Canada par exemple (Goldstein et al., 2008) ; (Avci et al., 2016). La spiramycine peut 

aussi être combinée avec la cotrimoxazole, pour réduire encore plus bas le taux de la 

transmission de l’infection au fœtus (Valentini et al., 2015). 

La toxoplasmose est traitée chez les personnes immunodéprimées par l’atovaquone 

(Pearson et al., 1999) puisque la pyriméthamine impliquée dans la combinaison d’usage 

possède une activité antagoniste sur certains antiviraux dont la zidovudine (Gagliuso et al., 

1990). Ainsi dans ce cas précis, l’usage de combinaison d’anti-parasitaire telle que la 

pyriméthamine et la sulfadiazine soit avec la clindamycine ou de triméthoprime ou encore avec 

de sulfaméthoxazole nécessitant une faible dose de la pyriméthamine (Gagliuso et al., 1990). 

S’agissant de la toxoplasmose oculaire, pour bloquer la prolifération du parasite et limiter la 

lésion de la rétine, le patient est souvent mis sous la combinaison d’antibiotique telle que la 

pyriméthamine avec  de sulfonamide et de corticostéroïde (de-la-Torre et al., 2011). 

II-2-3 Défense immunitaire de l’hôte contre la toxoplasmose 

II-2-3-1 Réponse innée de l’hôte contre T. gondii 

 L’immunité innée est la première ligne de défense de l’organisme dès l’introduction et 

la reconnaissance d’un corps étranger comme T. gondii par exemple. Cette dernière est 

caractérisée par l’action coordonnée des cellules dendritiques (DC), des macrophages, des 

lymphocytes NK et des neutrophiles (NP). Lors de la réponse innée, les différents motifs de 

récepteur cellulaire tels que les récepteurs Toll-like (TLR), récepteur Nod-like (NLR) et le 

récepteur de lectine de type C assurent la reconnaissance de l’agent pathogène (Beutler et al., 

2006) ; (Sasai et Yamamoto, 2013). L’activation de la réponse innée de l’organisme face au T. 
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gondii (sous n’importe quelle forme) est l’œuvre d’une production immédiate des agents pro-

inflammatoires (les cytokines) et les chimiokines indispensables à l’immunité innée. 

L’excrétion accrue de l’interleukine 12 (IL-12) est assurée par les cellules dendritiques, les 

macrophages et les neutrophiles puis l’interféron-ɣ (IFN-ɣ) est libérée par les lymphocytes NK 

(Denkers et al., 2004) ; (Scanga et al., 2002).  

Chez la souris, l’expression d’IL-12 est stimulée suite à l’identification de la 

cyclophiline-18 de T. gondii (TgCyp18) par le récepteur de la chimiokine (CCR5) à la surface 

des DC (Sher et al., 2003) ; (Aliberti et al., 2000). Par contre chez l’humain, l’expression des 

cytokines IL-12, IL-18 et IL-1ß par les macrophages est stimulée par des protéines effectrices 

GRA15 et GRA24 de T. gondii (Mukhopadhyay et al., 2020). L’implication cruciale de CCR5 

couplé à TgCyp18 dans l’expression d’IL-12 reste inconnue pour le moment chez l’homme lors 

de l’infection due au parasite (Golding et al., 2003) ; (Andrade et al., 2013). L’IFN-ɣ produit 

en réponse à l’infection toxoplasmique active la transcription de plusieurs gènes aussi bien chez 

l’humain que chez la souris. Il stimule aussi la protéine p65 fixant le guanylate (GBPs) qui vise 

à éliminer le parasite (Suzuki et al., 1988) ; (MacMicking, 2012). L’IL-12 et l’IFN-ɣ entre 

autres sont deux médiateurs de l’immunité innée qui sont indispensables pour le contrôle de la 

toxoplasmose en réduisant la différentiation des tachyzoïtes en bradyzoïtes au cours de la 

réponse innée de l’hôte (Sasai et al., 2018). A cela s’ajoute le monoxyde d’azote synthase et 

l’indoléamine-2,3 dioxygénase qui interviennent essentiellement dans la suppression de T. 

gondii (Sasai et al., 2018). 

Il a été démontré que la dégradation du tryptophane dans les HFF a inhibé la réplication 

de T. gondii, mais ce dernier malheureusement arrive à bloquer la régulation positive de près 

de 127 gènes activés dans les HFF grâce aux protéines de rhoptries et celles de granules denses 

(Pfefferkorn 1984) ; (Kim et al., 2007). La β-caténine est un élément clé des composants du 

complexe de destruction chez les cellules eucaryotes et représente un activateur essentiel des 

lymphocytes T (Cadigan et Waterman, 2012). Il a été démontré que GRA18 se lie à la β-

caténine pour contrôler le génome et reprogrammer l’inflammation aussi bien chez l’homme 

que chez la souris (He et al., 2018) ; (Cadigan et Waterman, 2012). De même, par le biais de sa 

protéine TgIST (T. gondii inhibitor of STAT1-dependent transcription) des granules denses, T. 

gondii interagit avec STAT1 pour stopper la production de l’IFN-ɣ inhibant ainsi la 

transcription dans les cellules humaines infectées (Rosowski et al., 2011) ; (Gay et al., 2016). 

De par son activité kinasique, la protéine ROP16 active les facteurs STAT3 et STAT6 par 

phosphorylation en diminuant le taux d’IL-12 (Saeij et al., 2007) ; (Ong et al., 2010). Cette 

baisse d’IL-12 ainsi que la non expression d’IL-1β sont dues d’une part à l’inactivation des NP 
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et de NF-kB liée à la non phosphorylation de p65/Re1A et d’autre part au blocage du facteur 

caspase-1 et du facteur d’inflammasome NLRP3 par T. gondii (Lima et al., 2018) ; (Shapira et 

al., 2005), (Figure 5) (Lima et Lodoen, 2019). 

 

Figure 5 : Réponse innée de l’hôte lors de l’infection toxoplasmique et sa modulation par T. 

gondii (Lima et Lodoen, 2019). 

II-2-3-2 Réponse adaptative de l’hôte contre T. gondii  

La réponse adaptative anti Toxoplasma gondii de l’hôte est caractérisée d’une part par 

l’action des lymphocytes T (CD4+ et CD8+) et les cellules NK qui sécrètent l’IFN-ɣ de façon 

abondante et d’autre part par des IgA, IgM, IgE et IgG issues des lymphocytes B (Sana et al., 

2022) ; (Roberts et McLeod, 1999). Ces anticorps produits par les lymphocytes B bloquent 

l’invasion de la cellule hôte par les tachyzoïtes extracellulaires uniquement (Jones et al., 2006). 

Ils optimisent la phagocytose puis activent instantanément la voie classique du complément, ce 

qui limite l’efficacité de cette phase pour la réponse contre T. gondii (Jones et al., 2006). Ainsi, 

seule l’action des CD4+ et CD8+ confèrent une bonne autonomie de résistance d’immunité à 

l’organisme face à T. gondii (Gaddi et Yap, 2007). 
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II-3 Les organites caractéristiques de T. gondii : un modèle d’étude des Apicomplexa 

 T. gondii est un organisme eucaryote comme tous les autres qui possèdent des organites 

communs comme : le noyau, le réticulum endoplasmique, la mitochondrie, le ribosome et 

l’appareil de Golgi. Cependant, ce parasite intracellulaire obligatoire possède en commun avec 

les autres parasites Apicomplexa des organites caractéristiques et propres à leur famille. Il s’agit 

entre autres des rhoptries, des micronèmes et des granules denses. Chez T. gondii, les 

tachyzoïtes ont une forme arquée et mesurent environ 10 μm de longueur sur 2 μm de largeur 

(Smith, 1995), avec différentes structures bien délimitées et qui forment son cytosquelette 

(Figure 6) (Attias et al., 2020). 

                                

Figure 6 : Structure longitudinale de tachyzoïte de T. gondii avec ses principaux organites 

(Attias et al., 2020). 

II-3-1 Les micronèmes  

Les micronèmes sont les organites apicaux les plus petits du parasite et se présentent sous 

forme de petits bâtonnets dont la taille est d’environ 0,4 x 0,1 μm. Leur nombre varie en fonction 

de l’espèce et du stade de vie du parasite et leur sécrétion est régulée et survient rapidement 

tout juste à la suite du contact du parasite et la cellule hôte (Carruthers et Tomley, 2008). Les 

micronèmes se présentent sous deux différentes formes à savoir les micronèmes proximales 

logés au niveau du conoïde des parasites et les micronèmes distales situés le long de l’IMC. Il 
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a été montré que seuls les micronèmes distales disparaissent à la suite de la disruption des 

RAB5C et RAB5C par Cre-Lox (Kremer et al., 2013). Les micronèmes contiennent plusieurs 

protéines (MICs) indispensables pour la motilité des parasites et au processus d’invasion de la 

cellule hôte, mais aussi pour la sécrétion des rhoptries (Dubois et Soldati‐Favre, 2019).  

II-3-2 Les rhoptries 

 Les rhoptries sont aussi des organites apicaux comme les micronèmes et sont omniprésents 

chez les parasites Apicomplexa. Ce sont des organites membranaires situés du côté antérieur 

des parasites et possèdent une taille d’environ 1 à 4 µm de long. Leur nombre dépend non 

seulement de l’espèce mais aussi du stade parasitaire (Carruthers et Sibley, 1997) ; (Dubremetz 

2007) ; (Suarez et al., 2019). Ainsi chez T. gondii, les tachyzoïtes possèdent environ 10 à 12 

rhoptries (Boothroyd et Dubremetz, 2008). Les rhoptries contribuent activement à la mise en 

place de la jonction mobile (Alexander et al., 2005) ; (Sheiner et al., 2010), à la formation de la 

membrane de la vacuole parasitophore (MVP) en s’associant aux lipides et amènent la cellule 

hôte à répondre aux exigences du parasite (Dubremetz, 2007) ; (Bradley et Sibley, 2007). Le 

fractionnement subcellulaire des rhoptries a permis l’identification d’environ 38 protéines leur 

appartenant ainsi que la présence de grandes quantités de cholestérol et de phospholipides dont 

la phosphatidylcholine qui prédomine (Foussard et al., 1991) ; (Bradley et al., 2005). Les 

protéines de rhoptries sont présentes dans la jonction mobile, dans la vacuole, au niveau de la 

membrane de la vacuole parasitophore. Cela montre le rôle polyvalent des rhoptries dans la 

régulation des différents aspects de la survie intracellulaire du toxoplasme (Bradley et Sibley, 

2007). 

II-3-3 Les granules denses  

Au sein de T. gondii, les granules denses (GD) constituent une population unique sous 

forme de microsphère sombre d’environ 200 nm de diamètre et sont omniprésents dans le 

cytosol du parasite (Mercier et al., 2007). Le nombre de granule dense dépend du parasite et 

varie aussi en fonction du stade parasitaire, ainsi les tachyzoïtes et sporozoïtes de T. gondii 

possèdent chacun environ 15 granules denses contre 8 à 10 granules denses chez les bradyzoïtes 

et enfin 3 à 6 granules denses dans les mérozoïtes (Lebrun et al., 2007). Le transport des 

granules denses dépend des filaments d’actine et de myosine de classe 27 (TgMyoF) (Heaslip 

et al., 2016) ; (Mercier et al., 2007). Ces organites sont caractérisés par un grand nombre de 

facteur de virulence appelé protéines de granule dense (GRAs). 
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II-3-4 La pellicule 

 La pellicule chez les Apicomplexa est un complexe tri-membranaire d’environ 60 nm 

d’épaisseur comprenant la membrane plasmique (MP) et deux autres membranes très 

rapprochées entre elles et appelées complexe membranaire interne (IMC) (Lentini et al., 2015) 

(Figure 7). Il existe un agencement régulier entre les trois membranes de la pellicule sous 

l’action coordonnée des différentes protéines pelliculaires. C’est ainsi que la déplétion de la 

protéine GAP45 « Glideosome Associated Proteins » de l’IMC avait créé une séparation de 

l’IMC de la MP (Jones et al., 2009). La pellicule grâce à ces trois membranes intervient au 

niveau structural des parasites et représente l’interface des échanges entre le couple hôte-

parasite, elle est multifonctionnelle. 

II-3-4-1 Membrane plasmique externe du parasite 

La membrane plasmique (MP) est un assemblage de bicouche lipidique qui renferme des 

glycolipides et glycoprotéines. Chez T. gondii, les glycoprotéines de la MP sont caractérisées 

par l’ancrage des glycosyl-phosphatidylinositol (GPI) qui sont des antigènes majeurs de surface 

du parasite, il s’agit des protéines : P22, P30, P35, P43 et appelés également SAGs (Surface 

Antigène) (Tomavo et al., 1989) ; (Boothroyd et al., 1998) ; (Rabjeau et al., 1997) ; (Lekutis et 

al., 2001). Grâce à cette composition de la MP plus ou moins complexe sur le plan lipidique 

que protéique, la MP joue plusieurs rôles chez T. gondii dont : le déplacement et l’attachement 

du parasite à la cellule hôte, le signalement de contact et l’invasion de la cellule hôte et 

interaction immunitaire avec l’hôte (Boothroyd et al., 1998). 

II-3-4-2 Complexe membranaire interne (IMC) 

Le complexe membranaire interne (IMC) est aussi l’un des organites caractéristiques des 

Apicomplexa. Il est composé de deux couches membranaires (interne et externe) toutes deux 

localisées sous la MP des parasites (Chen et al., 2017). L’IMC est un produit de la membrane 

du RE à partir de la fusion des vésicules aplaties (Vivier et Petitprez, 1969). La biogénèse de 

l’IMC chez les cellules filles lors de la réplication du parasite se fait au fur et à mesure que 

l’IMC maternel disparaît. Sa biogénèse est l’œuvre de plusieurs protéines dont TgVPs45 et 

PfVPs45 associée aux protéines syntaxines (Stx) 6 et 16 du complexe transmembranaire 

SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein Receptors) 

respectivement aussi bien chez T. gondii que chez P. falciparum (Koike et Jahn, 2019) ; (Bisio 

et al., 2020). Chez les tachyzoïtes et bradyzoïtes du Toxoplasma gondii, l’organite est constitué 

d’une seule plaque conique, localisée à environ 1 µm du pôle apical du parasite (Lentini et al., 

2015). L’IMC encadre le parasite avec des ouvertures vers le pôle apical et l’extrémité basale 
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(Dzierszinski et al., 2004) ; (Del Carmen et al., 2009). L’IMC est caractérisé d’une stabilité 

structurelle spéciale et se situe au centre de la réplication et du développement des Apicomplexa 

(Hu et al., 2002) ; (Ouologuem et Roos, 2014). L’IMC est le siège du complexe moteur actine-

myosine assurant la motilité parasitaire lors de invasion de la cellule hôte (Harding et Meissner, 

2014). Chez Toxoplasma, 14 différents groupes de protéines de l’IMC (TgIMCs) contenant des 

domaines alvéolines sont identifiés et interviennent tous dans le cycle de vie du parasite 

(Harding et Meissner, 2014) ; (Dubey et al., 2017).  

   

Figure 7 : Schéma représentatif de l’organisation de la pellicule de T. gondii  B) Illustration 

des composants internes de tachyzoïte de T. gondii adopté de (Morrissette et Sibley, 2002). A) 

Agrandissement de la pellicule (encadrée en rectangle rouge en B). Elle regroupe la membrane 

plasmique et le complexe membranaire constitué de deux autres membranes une à l’intérieur et 

l’autre à l’extérieur (Keeley et Soldati, 2004). 

II-3-5 Cytosquelette cortical 

Le cytosquelette cortical est associé à la pellicule des parasites et regroupe un réseau de 

deux complexes à savoir un complexe basal logé au niveau postérieur des parasites et un 

complexe apical qui est constitué du conoïde, des microtubules intra conoïdaux et des anneaux 

pré et post conoïdaux (Figure 9) (Hu et al., 2002) ; (Nichols et Chiappino, 1987) ; (Morrissette 

et Sibley, 2002). Dans l’anneau post conoïdal se logent 22 microtubules sous-pelliculaires le 

long de l’IMC et s’étendent environ sur les deux tiers du long du parasite (Hu et al., 2002) ; (Hu 

et al., 2006). Grâce à ses constituants, le cytosquelette cortical intervient dans de nombreux 

processus vitaux chez le parasite et définit également la forme de ce dernier. Le conoïde est 
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caractérisé par une petite structure conique allant jusqu’à 250 nm de diamètre et est constitué 

de filaments spirales (Morrissette et Sibley, 2002) ; (Hu et al., 2002). Environ 200 protéines 

sont identifiées au niveau du complexe conoïdal apical de T. gondii dont l’actine, myosine et 

d’autres protéines qui interagissent avec l’actine (Hu et al., 2006). Trois calmodulines (CaM1, 

2 et 3) logées dans les conoïdes contribuent aussi à la motilité, l’invasion de la cellule hôte et 

la sortie des parasites et interagissent avec la MyoH du conoïde (Long et al., 2017) ; 

(Graindorge et al., 2016). La formation du conoïde est provoquée par le niveau élevé du flux 

de Ca2+ intracellulaire (Del et al., 2009). Grâce aux protéines TgICMAP des microtubules intra 

conoïdaux, le cytosquelette cortical intervient également dans la division des tachyzoïtes de T. 

gondii (Heaslip et al., 2009). 

 

Figure 8 : Complexe apical du cytosquelette cortical de tachyzoïte de T. gondii. A) Schéma du 

complexe apical du cytosquelette cortical (Hu et al., 2002) encadré en pointillés rouge à gauche 

au niveau apical du tachyzoïte et agrandi à droite. B) complexe apical du cytosquelette cortical 

en microscopie électronique. mt : microtubules pelliculaires, p : anneau polaire, microtubules 

logés dans le conoïde (flèche noire) et les anneaux pré conoïdaux (pointe noire) (Nichols et 

Chiappino, 1987). 

II-3-6 L’apicoplaste 

L’apicoplaste ou plaste (non photosynthétique) est aussi un des organites communs des 

Apicomplexa et homologue du chloroplaste (responsable de la photosynthèse) chez les végétaux 

et caractérisé par quatre couches membranaires (McFadden, 2011) ; (Henkel et al., 2022). 

Chaque cellule de T. gondii contient un et un seul apicoplaste et qui pourrait contenir environ 

5 à 10% des gènes exprimés chez le parasite (Henkel et al., 2022). Sa biogénèse est l’œuvre de 

plusieurs protéines exprimées au niveau du noyau et transférées vers le RE avant d’être 

transférées jusqu’à la membrane externe de l’apicoplaste où sont localisées les protéines 
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Thioredoxines (TgATrx 1 et 2) de l’apicoplaste puis incorporées dans l’organite par d’autres 

protéines dont la protéine Tic20, qui est une protéine de la membranaire interne de l’apicoplaste 

(DeRocher et al., 2008) ; (Biddau et al., 2018) ; (Henkel et al., 2022). Fortement impliqué dans 

le métabolisme lipidique, l’apicoplaste contient les voies de synthèse des acides gras de type II 

(FASII) (Waller et al., 1998) ; (Ralph et al., 2004) indispensable à la survie des parasites 

(Martins-Duarte et al., 2016). Ainsi grâce à la répartition équitable et efficace de ces lipides 

entre l’apicoplaste et les autres organites du parasite (Tomova et al., 2009), l’apicoplaste est 

impliqué dans la réussite de l’invasion de la cellule hôte, la formation ainsi que la maturation 

de la VP, donc dans la survie du parasite (Sheiner et Striepen, 2013). 

III-Biogénèse des trois organites sécrétoires spécifiques chez T. gondii 

 Les organismes Apicomplexa doivent leur survie, leur multiplication et leur 

dissémination dans l’organisme hôte grâce aux organites sécrétoires spécifiques tels que les 

rhoptries, micronèmes et granules denses. La sécrétion des rhoptries et micronèmes se fait de 

façon régulée alors que les granules denses sont sécrétés de manière constitutive (Nishi et al. 

2008) ; (Hallée et al. 2018). Chez les parasites, la biogénèse de ces organites implique le 

système endosomal et fait intervenir plusieurs protéines régulatrices dont le récepteur 

TgSortiline, Dynamin related protein B (DrpB), les protéines Rab5A et Rab5C, Vacuolar 

protein sorting‐associated proteins (TgVPS9 et TgVPS35) et Adaptor protein 1 (TgAP1) (Ngô 

et al. 2003); (Sloves et al., 2012) ; (Breinich et al., 2009) ; (Sakura et al., 2016) ; (Sangaré et 

al., 2016) ; (Venugopal et al., 2017). Outre ces facteurs, les protéines des rhoptries, des 

micronèmes et des granules denses sont indispensables à la biogénèse des organites chez les 

parasites. 

III-1 Biogénèse des Micronèmes 

La motilité et l’envahissement de la cellule hôte par les Apicomplexa dépendent 

fortement de l’excrétion des micronèmes (Dubois et Soldati‐Favre, 2019). Deux groupes de 

micronèmes sont identifiés au niveau du pôle apical de T. gondii, les micronèmes situés sous le 

conoïde et ceux situés latéralement le long du parasite (Kremer et al., 2013) ; (Matthiesen et al., 

2001). La biosynthèse des micronèmes qui requiert une extrusion conoïdale a lieu sous l’anneau 

postérieur (Paredes-Santos et al., 2012). Chez les eucaryotes, la sortiline, une protéine 

transmembranaire de l’appareil de Golgi est un récepteur crucial dans le transport protéique 

entre le Golgi et les compartiments tels que les membranes, l’endosome et la lysosome 

(Hermey, 2009). Chez les Apicomplexa, ce récepteur est indispensable à la biogénèse des 

organites sécrétoires spécifiques comme les micronèmes et les rhoptries en assurant le trafic 
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des protéines des micronèmes et des rhoptries de Golgi vers le compartiment de type endosomal 

(ECL) pour la biogénèse de ces organites sécrétoires (Sloves et al., 2012). Ainsi l’interruption 

de TgSORT a bloqué la biogénèse des rhoptries et micronèmes chez T. gondii (Sloves et al., 

2012) contrairement à l’interruption de PfSORT qui a non seulement induit le blocage la 

biogénèse des rhoptries, mais également l’inhibition de la formation des granules denses et 

même de l’IMC chez Plasmodium falciparum, un autre parasite Apicomplexa (Hallée et al., 

2018). En revanche, les auteurs n’ont pas décrit que la disruption du PfSORT chez P. 

falciparum entraînerait de modifications fonctionnelles des micronèmes (Hallée et al., 2018). 

Chez T. gondii, la TgTFP1 pour Transporter family protein 1 est indispensable non seulement 

à la biogénèse des micronèmes mais aussi à leur excrétion (Hammoudi et al., 2018). La 

biogénèse des micronèmes est aussi fortement dépendante de la clathrine (Pieperhoff et al., 

2013) et d’autres facteurs qui probablement agissent ensemble puisque l’absence de l’un des 

facteurs empêche la biogénèse des organites. Ainsi en plus de TgSORT, la biosynthèse accrue 

des micronèmes est liée à la protéine TgRNG2 de l’apex de T. gondii (Dubois et Soldati‐Favre, 

2019) donc une baisse de la production des micronèmes est liée au faible niveau de TgRNG2 

chez les parasites (Collins et al., 2013).  

III-2 Biogénèse des rhoptries 

Tout comme les micronèmes, la biogénèse des rhoptries débute au moment de la 

réplication parasitaire et a lieu au niveau du point apical chez les parasites (Paredes-Santos et 

al., 2012). L’invasion et le parasitisme intracellulaire chez les Apicomplexa sont entre autre 

l’œuvre des rhoptries (Boothroyd et Dubremetz, 2008). Les protéines des rhoptries sont 

indispensables pour la biogénèse dudit organite qui passe par des précurseurs appelés pré-

rhoptries issues de la fusion des vésicules d’origine golgienne et deviennent mature suite à 

l’élongation du pédoncule des rhoptries (Dubremetz, 2007). Chez T. gondii comme chez son 

homologue P. falciparum, cette biogénèse des rhoptries nécessite l’acheminement des protéines 

des rhoptries du Golgi vers ELC par la sortiline (TgSORT et PfSORT respectif) (Sloves et al., 

2012) ; (Hallée et al., 2018). L’interruption de l’expression de ces deux récepteurs chez les 

parasites a entrainé une absence des rhoptries chez T. gondii (Sloves et al., 2012), alors que 

chez P. falciparum, il s’ensuit une accumulation des protéines des rhoptries au niveau du 

réticulum endoplasmique (RE) (Hallée et al., 2018). TgTFP 2-3 de T. gondii sont reconnues 

comme deux autres facteurs spécifiques de la biogénèse et la libération des rhoptries et leur 

invalidation implique une forte déformation de l’organite chez le parasite (Hammoudi et al., 

2018). L’invalidation du gène de VPS11, une sous unité à la fois du complexe CORVET (Class 

C Core Vacuole / Endosome Transport) et de HOPS (Homotypic Vacuole Fusion and Protein 
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Sorting) a délocalisé la protéine Rab7 et a donc affecté la biogénèse de ces trois organites 

(Morlon-Guyot et al., 2015). Chez T. gondii, les protéines TgCA-RPs (Carbonic anhydrase-

related proteins) identifiées au niveau de la bulbe des rhoptries matures et à la membrane 

externe des rhoptries néoformées jouent un rôle crucial dans cette biogénèse, la morphologie 

de l’organite ainsi que sa maturation conditionnent la virulence du parasite (Chasen et al., 

2017). La localisation précise au niveau apical et la concentration des rhoptries dépendent de la 

myosine-F et de la protéine ARO (Armadillo Repeats Only Protein) (Mueller et al., 2013) ; 

(Beck et al., 2013) ; (Mueller et al., 2016). Au cours de la biogénèse des rhoptries, TgARO 

(Palmitoylated Armadillo Repeat Protein) est recrutée par la protéine TgDHHC7 (Palmitoyl 

acyl transferase) identifiée dans les rhoptries (Beck et al., 2013). Après son recrutement, la 

protéine TgARO interagit avec les protéines TgACβ (Adenylate cyclase β) et TgAIP (ARO 

interacting protein) de la surface des rhoptries, favorisant ainsi la disposition des rhoptries à 

l’apex des parasites (Mueller et al., 2016). 

III-3 Biogénèse des granules denses 

La biogénèse des granules denses (GD) est moins élucidée chez T. gondii malgré 

l’évolution de la microscopie électronique et fait intervenir probablement plusieurs protéines 

mais très peu connues jusqu’à présent (Griffith et al., 2022). La production des granules denses 

se déroule de façon latérale au niveau de l’IMC (Paredes-Santos et al., 2012) et aussi au niveau 

de TGN (Trans-Golgi Network) et est dépendante de la clathrine localisée au niveau du TGN 

(Pieperhoff et al. 2013). En plus des protéines GRAs des granules denses qui sont 

indispensables à la formation de l’organite, plusieurs protéines VPS sont aussi identifiées 

comme étant des facteurs clés qui y participent chez T. gondii. C’est le cas des protéines 

TgVPS9, TgVps11 et TgVps35 (Morlon-Guyot et al., 2015) ; (Sakura et al., 2016) ; (Sangaré et 

al., 2016). TgVPS11 interagit avec le Golgi et la vacuole et l’invalidation du gène de TgVPS11 

a empêché la biogénèse des granules denses chez T. gondii (Morlon-Guyot et al., 2015). Après 

leur formation, les granules denses établissent une liaison avec le complexe moteur actine 

myosine F qui facilite leur distribution dans le cytoplasme du parasite (Heaslip et al., 2016).  

IV-Composition et fonctionnement du glideosome lors de l’invasion de la cellule hôte 

 Les Apicomplexa doivent leur motilité par ̏gliding ̏ au complexe protéique 

appelé ̏glideosome ̏, une motilité lors de laquelle interviennent les protéines des micronèmes et 

d’autres facteurs favorisant l’envahissement de la cellule hôte (Opitz et Soldati, 2002). Dans ce 

complexe multiprotéique se trouvent les protéines cytosoliques à savoir le complexe Myosine 

A (TgMyoA) et la chaîne légère de Myosine (TgMLC1) (Bergman et al., 2003) ; (Herm-Götz 

https://www.researchgate.net/publication/235621903_A_Toxoplasma_Palmitoyl_Acyl_Transferase_and_the_Palmitoylated_Armadillo_Repeat_Protein_TgARO_Govern_Apical_Rhoptry_Tethering_and_Reveal_a_Critical_Role_for_the_Rhoptries_in_Host_Cell_Invasion_but_Not_


 

24 
 

et al., 2002), des glycoprotéines intégrales de la membrane interne : TgGAP50, TgGAP45, 

TgGAP40 pour protéine associée au glideosome (GAP) (Gaskins et al. 2004) ; (Frénal et al. 

2010) et le complexe aldolase-actine-F et la protéine TgMIC2 de T. gondii (Figure 9) (Keeley 

et Soldati, 2004). Dans ce complexe, ces protéines interagissent directement entre elles ou soit 

par le biais des protéines intermédiaires. Ainsi dans le cytosol, le complexe TgMyoA-TgMLC1 

auquel sont liés les filaments d’actine-F pour former l’actomyosine est fixé sur ces récepteurs 

TgGAP50 et TgGAP45 de l’IMC (Gaskins et al., 2004). L’actomyosine interagit ensuite avec 

le complexe TgMIC2-TgM2AP de la membrane plasmique de T. gondii par le biais d’aldolase 

cytoplasmique (Jewett et Sibley, 2003) ; (Gaskins et al., 2004). TgMyoA du complexe 

actomyosine assure donc la translocation du parasite grâce aux filaments d’actine liés au 

TgMIC2-TgM2AP des micronèmes vers la cellule hôte, puisque le complexe membranaire 

TgMIC2-TgM2AP est connecté aux récepteurs de l’hôte (Keeley et Soldati, 2004) ; (Huynh et 

Carruthers, 2006). 
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Figure 9 : Schéma de la machinerie moléculaire (glideosome) impliquée dans la motilité de T. 

gondii lors de l’invasion de la cellule hôte (Keeley et Soldati, 2004). 

V-Phénomène d’invasion de la cellule hôte par T. gondii et les différentes protéines 

impliquées 

Le phénomène d’invasion de la cellule hôte par T. gondii est très rapide et est initié par 

le contact entre le parasite et la cible (Hiroshi et al., 1995). Elle se déroule en plusieurs étapes 

(Figure 11) et nécessite la coopération de plusieurs facteurs aussi bien d’origine parasitaire que 

de la cellule hôte. 

V-1 Liaison de T. gondii à la membrane plasmique de l’hôte 

T. gondii s’attache aux récepteurs membranaires de la cellule hôte grâce à son antigène 

de surface SAGs (Carruthers et Boothroyd, 2007). A ce stade, les micronèmes commencent à 

libérer la protéine AMA1 (Apical Membrane Antigen) qui s’associe aux protéines RON pour 

donner le complexe AMA1-RON que le parasite va insérer plus tard dans la membrane 

plasmique de la cellule hôte à partir de la jonction mobile (JM) (Mital et al., 2005) ; (Besteiro 

et al., 2008) (Figure 10). En plus de son domaine transmembranaire, l’AMA1 contient une 

courte queue cytoplasmique conservée qui permet au parasite T. gondii de percevoir son contact 

avec la cellule hôte, ce qui déclenche ainsi la libération des rhoptries et l’activation de 

l’actomyosine, le moteur d’invasion (Mital et al., 2005) ; (Leykauf et al., 2010).   

V-2 Orientation du pôle apical de T. gondii 

Après avoir établi le contact avec la cellule hôte, le parasite réoriente son pôle apical 

face à la membrane plasmique de la cible (Carruthers et Boothroyd, 2007). A cette étape, le 

glidéosome, un complexe moléculaire sous membranaire se forme à partir des protéines des 

micronèmes et du moteur de type myosine qui dépend de l’actine (complexe actine-myosine) 

(Opitz et Soldati, 2002). Grâce au glidéosome, le parasite entre de façon active dans la cellule 

hôte à travers la jonction mobile, par invagination membranaire de l’hôte (Carruthers et 

Boothroyd, 2007). Au cours de l’invagination, les lipides membranaires de l’hôte situés au 

niveau de la jonction mobile (JM) sont envoyés dans la vacuole parasitophore (VP) en cours de 

formation (Mordue et al., 1999). 

V-3 Mise en place de la jonction mobile 

La jonction mobile (JM) est la structure d’ancrage pour le processus d’invasion et se 

forme au point de l’invasion (c’est-à-dire la zone de contact entre l’apex du parasite et la surface 

de la membrane plasmique de la cible) à partir du complexe macromoléculaire (RON2/4/5/8) 

des rhoptries au niveau de la membrane plasmique de la cellule hôte (Lamarque et al., 2011) ; 
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(Besteiro et al., 2008) ; (Opitz et Soldati, 2002). Lors de l’invasion, la protéine AMA1 sécrétée 

à la surface du parasite par les micronèmes fixe le complexe macromoléculaire de la jonction 

mobile en s’associant directement à la protéine RON2 qui lui sert de récepteur (Lamarque et 

al., 2011). Le complexe MIC2/M2AP se déplace avec la jonction mobile vers le pôle postérieur 

du parasite (Carruthers, 1999) ; (Vern B. Carruthers, 2002) pour se connecter à la cellule hôte. 

Lors de l’invagination le parasite sécrète des protéines du bulbe des rhoptries (ROP) et des 

granules denses qui s’ancrent dans la vacuole parasitophore naissante ou dans le cytoplasme de 

la cellule hôte (Figure 10) et qui modulent la réponse immunitaire. Au niveau de la jonction 

mobile, T. gondii exclut sélectivement les protéines transmembranaires de la cellule hôte par 

un mécanisme qui dépend de leur ancrage dans la membrane, en créant ainsi un compartiment 

non-fusogène : la vacuole parasitophore (VP) (Mordue et al., 1999). 

V-4 Mise en place de la vacuole parasitophore et sa membrane 

La vacuole parasitophore (VP) constitue une niche qui héberge le parasite au sein de la 

cellule hôte et dans laquelle il se divise. Elle est une association du plasmalemme de l’hôte 

associé aux facteurs de virulences sécrétés par le parasite pendant l’invasion (Dubremetz, 

1998). Aussi rapide qu’elle soit, la formation de la vacuole parasitophore dure environ 1 à 2 

minutes maximum (Carruthers et Boothroyd, 2007). T. gondii distend la membrane de la cellule 

hôte lors de son invagination conduisant ainsi à cette structure membranaire cytoplasmique qui 

enveloppe le parasite à l’intérieur de la cellule hôte (Dobrowolski et Sibley, 1996). La VP est 

caractérisée par l’absence de facteurs de régulation clés (Rab5 et NSF) de la fusion endocytaire, 

du contenu des vacuoles endocytaires classiques (LAMP) et ne contient aucune protéine de 

surface comme : ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule 1), récepteur aux facteurs de 

croissance (FC), molécules du CMH de classe I ou II, CD44, ATPase, ce qui semble donc la 

protéger entièrement de la machinerie de dégradation de la cellule hôte (Travier, 2007). Ainsi, 

une fois l’invasion achevée, le parasite commence à se diviser activement dans la vacuole 

parasitophore à l’abri de la réponse immunitaire, et de la fusion avec les endosomes et 

lysosomes de la cellule hôte (Mordue et Sibley, 1997) ; (Alan et al., 2015). Cette niche 

parasitaire est délimitée par une membrane appelée membrane de la vacuole parasitophore 

(MVP). La MVP néoformée pourrait être une association ultime de la mitochondrie et du 

réticulum endoplasmique (RE) de la cellule hôte (Magno et al., 2005) ; (de Souza, 2005) ; (Sinai 

et al., 1997) avant d’être rapidement modifiée par les protéines des rhoptries (ROP) et des 

granules denses libérées par le parasite (Carruthers, 1999) ; (de Souza, 2005). La MVP sert de 

station de triage et de piégeage actif des nutriments dont les lipides provenant de la cellule hôte 

(Sinai, 2008). Elle constitue ainsi l’interface physique entre les parasites-VP et la cellule hôte 



 

27 
 

en restant intacte durant toute la procédure de développement intracellulaire des parasites 

jusqu’à leur sortie (Gold et al., 2015). Au sein de la VP se trouve le réseau intra vacuolaire dont 

la genèse est assurée par GRA2 et GRA6 (Travier et al., 2008) ; (Mercier et al., 2002) et qui est 

caractérisé par plusieurs tubules à travers lesquels se font les différents échanges entre 

l’intérieur et l’extérieur (Sibley et al., 1995). 

 

Figure 10 : Modèle du processus d’invasion de la cellule hôte par T. gondii. 1) Début de 

l’attachement du parasite à la cellule hôte, ce qui implique une reconnaissance des récepteurs 

de surface cellulaire par les protéines de surface SAGs. 2) sécrétion et accumulation des 

protéines MICs (les formes T en rouge) à la surface et à l’apex de T. gondii en réponse au flux 

de Ca2+ pour attacher ce dernier à la cellule hôte. 3) S’en suit la formation de la JM (vert et 

anneau rouge) grâce à des protéines RON (vert) des rhoptries liées à l’AMA1 (cercles rouges) 

des micronèmes : il s’agit d’une interface d’interaction intime sous forme de petits anneaux (< 

6 nm) que le parasite crée avec la membrane de l’hôte. 4) A travers le site d’invasion, les 

protéines ROPs (jaune) des rhoptries sont sécrétées dans le cytoplasme de l’hôte. 5) S’en suit 

la pénétration active du parasite à l’intérieur de la cellule hôte (flèches latérales) avec propulsion 

des MICs transmembranaires et/ou l’anneau AMA1-RON vers la zone postérieure de T. gondii 

qui invagine la membrane de la cellule hôte pour former la VP. Il semble qu’une ou plusieurs 

protéases rhomboïdes ROMs (violet) sont responsables de l’excrétion des MICs à l’extrémité 

postérieure du parasite. 6-7) constituent la fin de la formation de la VP et son détachement de 

la membrane plasmique de la cellule hôte grâce aux protéines parasitaire et de la cellule hôte 

(Carruthers et Boothroyd, 2007). 
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VI-Acquisition des nutriments et division de T. gondii au sein de la cellule hôte par 

endodyogénie 

VI-1 Acquisition des nutriments par T. gondii 

 La propriété intracellulaire obligatoire de T. gondii lui permet de compenser certaines 

fonctions métaboliques dont il est dépourvu au détriment de la cellule hôte infectée. En effet, 

T. gondii possède très peu de gènes impliqués dans les voies métaboliques et il dispose des 

stratégies encore peu connues pour détourner les nutriments de la cellule hôte infectée 

indispensable à sa survie et pour sa multiplication (Coppens, 2014). Grâce aux minuscules pores 

de la MVP, T. gondii transporte les éléments nutritifs essentiels (dont la taille ne dépasse pas 

1900 Da) de la cellule hôte ou de son environnement auxquels il est auxotrophe ou non à 

l’intérieur de la VP (Schwab et al., 1994). La protéine ROP14 des rhoptries serait impliquée 

dans la formation de ces pores indispensables aux transferts de ces molécules, compte tenu de 

ses multiples domaines transmembranaires (El Ajj et al., 2006). Chez T. gondii, comme chez 

tout autre protozoaire, peu de protéines parasitaires spécifiques à ces transports de nutriments 

au profit des parasites sont connues (Dean et al., 2014). Il a été montré que les protéines GRA17 

et GRA23 sont logées au niveau de ces pores de la MVP et facilitent donc le transfert 

moléculaire entre T. gondii et l’hôte infecté (Gold et al., 2015). Grâce aux protéines 

transporteurs d’adénosines TgATs et TgNBT1, les tachyzoïtes de T. gondii importent dans la 

VP de l’adénine, inosine, guanine, xanthine et hypoxanthine auxquels ils sont auxotrophes (De 

Koning et al., 2003) ; (Chiang et al., 1999). Le parasite est également auxotrophe pour les 

polyamines (Cook et al., 2007) et aux acides aminés tels que la tyrosine (Marino et Boothroyd, 

2017), l’arginine (Fox et al., 2004) et le tryptophane (Pfefferkorn, 1984) impliqués dans la 

biogénèse des macromolécules, le métabolisme ainsi que la multiplication cellulaire (Wallace, 

2003) (Figure11). Les Apicomplexa possèdent des transporteurs d’acide aminés nommés 

ApiAT. Chez T. gondii, ces protéines TgApiATs sont situées au niveau de la pellicule des 

parasites et le transfert de la tyrosine est assuré par TgApiAT5-3 (Wallbank et al., 2018) alors 

que celui de l’arginine est réalisé par TgApiAT1 (Rajendran et al., 2017). P. falciparum possède 

quatre protéines PfApiATs qui sont aussi essentielles pour la réplication asexuelle du parasite 

(Wichers et al., 2021). Une fois dans le cytoplasme de T. gondii, l’arginine est ensuite 

transformé en citrulline et carbamoyl phosphate par le biais de l’arginine dihydrolase pour 

produire enfin de l’énergie sous forme de l’ATP grâce au carbamate kinase (Cook et al., 2007). 

 Outre ces éléments nutritifs, T. gondii utilise les lipides qui sont indispensables pour la 

formation de la VP ainsi que de la MVP, la biogénèse de la pellicule  et aussi pour la réplication 

des tachyzoïtes (Charron et Sibley, 2002). Chez le parasite, les lipides représentent 
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d’importantes sources de composées pour la biogénèse du réseau intravasculaire (IVN) (Caffaro 

et Boothroyd, 2011). T. gondii est capable de synthétiser une bonne partie de ses lipides en 

occurrence les phospholipides mais à partir des précurseurs lipidiques que le parasite obtient de 

l’hôte infecté (Charron et Sibley, 2002) ; (Ren et al., 2020) ; (Dubois et al., 2018) et le reste des 

lipides est obtenue directement de l’hôte infecté (Dubois et al., 2018). Chez T. gondii, comme 

chez les autres Apicomplexa, les phospholipides sont plus concentrés à la pellicule et 

représentent environ 80 à 90% de la totalité des lipides chez ces organismes (Welti et al., 2007). 

En présence du cytidine diphosphate-diacylglycerol (CDP-DAGs) endogène (Kong et al., 2017) 

et du précurseur myo-inositol exogène, T. gondii produit la phosphatidylinositol (PI) sous 

l’action de PI synthase dans le Golgi (PIS) (Ren et al., 2020) ; (Gardocki et al., 2005) ; (Kong 

et al., 2017) (Figure 12). La phosphatidylsérine (PS) est produit par le parasite dans le RE à 

partir de la sérine exogène en présence de la PS synthase (Gupta et al., 2005) ; (Arroyo-Olarte 

et al., 2015). Quant à la phosphatidyléthanolamine (PE), elle est produite par le parasite dans le 

RE, dans la mitochondrie et aussi dans la VP. Ainsi dans le RE, la PE est issue de la fusion de 

cytidine diphosphate (CDP)-éthanolamine exogène et du diacylglycérol (DAG) (Hartmann et 

al., 2014). Pendant ce temps, sous l’action des granules denses, T. gondii synthétise dans la VP 

phosphatidylsérine décarboxylase (TgPSD1pv), une enzyme très soluble et également 

synthétisée dans la mitochondrie (TgPSD1mt) qui lui permet de décarboxyler PS pour conduire 

à la PE (Gupta et al., 2012) ; (Hartmann et al., 2014). La synthèse de la phosphatidylthréonine 

(PT) est indépendante de tout précurseur de l’hôte et s’obtient uniquement à partir de la 

thréonine endogène en présence de PT synthase (PTS) dans le RE (Arroyo-Olarte et al., 2015). 

De plus, T. gondii détourne le cholestérol par séquestration du lysosome de l’hôte infecté 

(Coppens et al., 2000), l’acide oléique et autre gouttelette lipidique de l’hôte qui sont 

indispensables aussi bien pour la virulence que pour la survie du parasite (Hu et al., 2017) ; 

(Nolan et al., 2017). L’excès lipidique étant nuisible au parasite, celui-ci assure le stockage de 

l’excès lipidique dans son cytoplasme mais sous forme de triacylglycéride (Hu et al., 2017).  
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Figure 11 : Dépendance nutritionnelle connue ou prédicte de T. gondii vis-à-vis de la cellule 

de mammifère infectée (Blume et Seeber, 2018).

 

VI-2 Division de T. gondii au sein de la cellule hôte par endodyogénie 

 Une fois au sein de la cellule hôte, T. gondii dépourvu de son pouvoir de mobilité est à 

présent soumis à la réplication par un mode particulier appelé endodyogénie, contrairement à 

la plupart des parasites Apicomplexa qui se multiplient par schizogonie. L’endodyogénie est 

caractérisée par la formation de deux cellules filles au sein de la mère. En effet, la maturation 

des cellules filles néoformées évolue avec la répartition équitable des organites cytoplasmiques 

majeurs de la mère, ce qui s’achève avec la disparition complète de celle-ci. Tout débute par la 

réplication de l’appareil de Golgi de la cellule-mère fournissant ainsi une base moléculaire à la 

formation de l’IMC qui entoure les cellules filles en cours de formation (Agop-Nersesian et al., 

2010). Il s’en suit instantanément la division binaire du noyau mère (Jadin et al., 1967). La 

duplication de l’apicoplaste de la cellule-mère avec tous ses contenus est suivie par celles de la 

mitochondrie et du RE au bénéfice de chaque cellule fille (Martins-Duarte et al., 2021) ; (Dubey 

et al., 1998) ; (Nishi et al., 2008). A ce niveau débute la formation des rhoptries et des 

micronèmes par chacune des cellules néoformées et leur positionnement au niveau du pôle 
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apical, comme chez la mère (Nishi et al., 2008). Pendant l’endodyogénie, il y a également une 

production accrue des lipides membranaires en l’occurrence les phospholipides qui contribuent 

fortement entre autres à la modélisation de la membranaire plasmique du parasite. 

VII- Trafic intracellulaire chez les Apicomplexa et les facteurs impliqués : cas de T. 

gondii  

Chez les organismes eucaryotes évolués, le trafic intracellulaire protéique est caractérisé 

par plusieurs modèles tels que : le transport vésiculaire qui constitue le plus fréquent mode de 

transport adopté au niveau des organites membranaires (Bisio et al., 2020), le transport par 

diffusion et le transport à travers la membrane du nucléole (Mironov et Beznoussenko, 2019). 

En respectant les mêmes principes basés sur la dissociation, la progression et la libération, ces 

différents modes de trafics intracellulaires permettent la communication entre les différents 

organites subcellulaires en maintenant intact l’intégrité cellulaire et l’équilibre de l’organisme 

(Mironov et Beznoussenko, 2019) ; (Szul et Sztul, 2011). Chez les parasites Apicomplexa dont 

T. gondii et P. falciparum, le trafic des protéines MICs, ROPs et GRAs est indispensable à la 

biogénèse et à la sécrétion des trois organites spécifiques et implique plusieurs facteurs. Le 

trafic intracellulaire protéique dépend non seulement du type de protéine, de sa localisation et 

de sa destination mais aussi de la composition du système de la machinerie à la fois du RE, de 

l’appareil de Golgi et des endosomes chez les cellules eucaryotes (Hammoudi et al., 2018). 

VII-1 Transport antérograde des protéines 

VII-1-1 Translocation protéique dans le réticulum endoplasmique 

 Chez les eucaryotes, y compris les Apicomplexa dont T. gondii, les protéines naissantes 

au niveau du ribosome sont transloquées dans le RE au cours de leur traduction suite à l’ancrage 

ribosomique à la membrane du RE par le biais du récepteur protéique SRP (Signal Recognition 

Particle) qui assure la connexion du complexe RE-ribosome-peptides (Schwarz et Blower, 

2016). Ce récepteur protéique présente chez les mammifères est conservé chez T. gondii et chez 

P. falciparum comme chez les autres Apicomplexa (Sheiner et Soldati-Favre, 2008). Chez la 

levure comme chez les mammifères, il a été démontré que plusieurs protéines en cours de 

synthèse sont ainsi directement transloquées dans la zone luminale du RE (Jan et al., 2014). 

Chez les bactéries les facteurs d’attaches (protéines secs) (présentes aussi chez les 

Apicomplexa) (Bisio et al., 2020) assurent l’ouverture des pores membranaires du RE 

permettant ainsi l’entrée des protéines et d’autres vésicules dans le RE (Rapoport, 2007). 

Certaines de ces protéines sont retenues aux niveaux de la membrane du RE lorsqu’elles 

possèdent des domaines transmembranaires (von Heijne, 2006) ; (Fagone et Jackowski, 2009). 
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VII-1-2 Transport des protéines du RE vers l’appareil de Golgi 

 Le système endomembranaire cytosolique de T. gondii est représenté par le RE, le Golgi, 

l’ELC et le compartiment vacuolaire (VAC) similaire à la vacuole végétale (Marek Elias, 2010), 

(Fagone et Jackowski, 2009). Il s’agit du siège de synthèse des phospholipides majeurs et en 

même temps une zone où s’effectuent d’important trafic protéique par le biais des vésicules qui 

s’enroulent autour des protéines à transporter chez les Apicomplexa comme chez toute cellule 

eucaryote. Les vésicules cellulaires sont entre autres constituées des complexes protéiques 

COPI et COPII (coatomer protein) très conservés chez T. gondii comme chez les autres 

parasites Apicomplexa dont P. falciparum, pour faciliter les échanges protéiques dans les deux 

sens (Kibria et al., 2019). Le complexe COPII est un assemblage de SAR1 à laquelle s’associe 

des hétérodimères de SEC23/24p et de SEC13/31p (Figure 12A) en liaison avec les petites 

protéines G aussi bien connues chez T. gondii que chez P. falciparum (Fath et al., 2007) ; 

(Kibria et al., 2019). Le facteur d’échange de nucléotide guanine (GEF) stimule la sous unité 

GTPase-SAR1 lié à la membrane du RE, attirant les SECs de COPII auxquelles sont attachées 

les cargaisons protéiques (Saito et Katada, 2015). Le complexe COPII représente un 

accumulateur de facteur de trafic et  est exclusivement impliqué dans le transport antérograde 

des cargaisons protéiques du site extérieur du RE (ERES) pour assurer leur transport jusqu’au 

Golgi et du TGN (Trans-Golgi network) (Saito et Katada, 2015) ; (Szul et Sztul, 2011) ; 

(Hughes et Stephens, 2008) ; (McCaughey et al., 2018). La décharge des protéines transportées 

résulte de la fusion de COPII avec l’organite receveur en occurrence l’appareil de Golgi (van 

et al., 2010). 

La protéine SLY1 (SH3 containing Lymphocyte Protein) présente chez les eucaryotes 

(Reis et al., 2009) est indispensable à la formation du complexe transmembranaire SNARE en 

fixant de façon spécifique les protéines Sed5p et Ufe1p de la levure et aussi STX5-18 des 

vertébrés (Yamaguchi et al., 2002) ; (Demircioglu et al., 2014). Identifiée aussi chez la levure, 

la protéine SLY1 de T. gondii (TgSLY1) comme celle de P. falciparum (PfSLY1) est 

spécifiquement active dans l’exportation des protéines MIC2 et GRA1 du RE vers Golgi 

(Demircioglu et al., 2014). Chez T. gondii, une dégradation de TgSLY1 par protéasome 

explique l’absence de MIC2 et GRA1 dans les micronèmes et granules denses respectifs (Bisio 

et al., 2020). 
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Figure 12 : Composition protéique des vésicules COPI et COPII (Kibria et al., 2019). 

A : les sous-unités SECs et SAR1A de COPII en interaction avec la membrane 

B : les différentes sous-unités de COPI liées au ARF fixée à la membrane 

VII-1-3 Transport des protéines de l’appareil de Golgi vers l’ELC  

Les facteurs clés indispensables au trafic antérograde des protéines chez T. gondii sont 

entre autres TgSORT, TgDrpB (Dynamin-Related Protein B), TgMon1 et le complexe 

HOPS/CORVET, TgVSP (Vacuolar Protein Sorting‐associated Proteins), TgAP1 (Adaptor 

Protein 1) (Sloves et al., 2012) ; (Breinich et al. 2009) ; (Morlon-Guyot et al., 2015) ; (Sangaré 

et al., 2016). Chez les Apicomplexa, les protéines ROPs/RONs et MICs sont les seules des 

organites sécrétoires spécifiques qui traversent l’ELC avant de parvenir respectivement aux 

rhoptries et aux micronèmes (Sheiner et Soldati-Favre, 2008) ; (Tomavo et al., 2013). La 

protéine TgSORT est identifiée chez T. gondii comme étant l’unique récepteur crucial qui 

assure à la fois le passage des protéines ROPs/RONs et MICs de l’appareil de Golgi vers l’ELC 

(Sloves et al., 2012). Il a été démontré à la suite de l’invalidation de TgSORT par la technique 

de Knock Out inductible à l’ATc, que le transport des protéines a été perturbé, ce qui se traduit 

par leur présence aussi bien dans l’espace vacuolaire que dans le cytoplasme de la cellule hôte. 

Cela a pour conséquence le blocage de la biogénèse des organites apicaux tels que les rhoptries 

et les micronèmes (Sloves et al., 2012). La protéine AP1 présente chez les mammifères et qui 

est fortement impliquée dans le tri des vésicules à partir du TGN (Trans-Golgi-Network) vers 

la MP des cellules épithéliales (Bonifacino, 2014) est aussi identifiée chez T. gondii et interagit 

avec le domaine C-terminal de TgSORT (Sloves et al., 2012). Les protéines ROPs renferment 

du côté C-terminal des résidus leucines et tyrosines interagissent avec la sous unité µ de TgAP1 

pour faciliter leur trafic du TGN vers l’ELC (Hoppe et al., 2000) ; (Ngô et al., 2003). De plus 
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il a été montré qu’une mutation de TgAPµ1 provoque la libération des pro-ROPs dans la VP et 

une condensation de ROP2 au niveau du post-Golgi, ce qui a par conséquent affecté 

exclusivement la biogénèse des rhoptries (Ngô et al., 2003) ; (Venugopal et al., 2017).  

  S’agissant du trafic des protéines MICs vers les micronèmes, cela dépend 

essentiellement du domaine propeptide situé du côté N-terminal que contiennent les protéines. 

Lors du transport des MICs, (pro ou mature) le domaine propeptide est clivé facilitant ainsi le 

trafic chez T. gondii (Harper et al., 2006). La suppression du domaine N-terminal des protéines 

M2AP et de MIC5 a empêché leur transport vers les micronèmes. De plus, il a été montré que 

seuls les acides aminés valine en position 3 et la leucine à la position 1 dans le domaine 

propeptide sont à l’origine du clivage respectivement de Pro-M2AP et Pro-MIC5, ce qui est 

pareil pour MIC3 et AMA1 chez T. gondii comme pour MIC5 chez E. tenella (Gaji et al., 2011). 

Grâce au GEF (Epidemal Growth factor) qui favorise la fixation des MICs à la cellule hôte 

(Cérède et al., 2002), la protéine MIC6 transmembranaire interagit avec MIC1 et MIC4 chez T. 

gondii (Reiss et al., 2001). Dans ce complexe, MIC1 à laquelle est liée MIC4, assure le 

repliement de MIC6 qui favorise le transport des trois protéines du Golgi vers les micronèmes 

(Reiss et al., 2001) ; (Saouros et al., 2005). De même l’acheminement de M2AP et MIC3 vers 

les micronèmes dépendent respectivement de leurs partenaires spécifiques transmembranaires 

MIC2 et MIC8 (Meissner et al., 2002) ; (Huynh et Carruthers, 2006). Le transport inter organite 

du couple protéique MIC2/M2AP est dû à la présence du motif tyrosine dans MIC2 et du 

domaine pro peptidique de M2AP (Huynh et Carruthers, 2006) ; (Harper et al., 2006). La 

présence du motif AC-LL (Acidic Cluster-Dileucine motif) dans le domaine C-terminal de 

TgSORT laisse présumer que le trafic des MICs et ROPs par TgSORT dépend aussi de la 

protéine TgAP1 (Sloves et al., 2012). Afin de renouveler le transport des protéines MICs et 

ROPs/RONs, le cargo de récepteur TgSORT est recyclé de l’ELC vers le Golgi par le complexe 

retromère lors du transport rétrograde (Sloves et al., 2012) ; (Sangaré et al., 2016) qui est abordé 

au point VII-2. La protéine DrpB (dynamin-related protein B) et la clathrine sont connues 

comme autres facilitateurs du tri et du trafic des protéines et sont indispensables à la formation 

des vésicules du TGN (Pieperhoff et al., 2013) ; (Heredero-Bermejo et al., 2019). Le récepteur 

sortiline est aussi identifiée chez P. falciparum et chez les mammifères. Chez P. falciparum, la 

protéine sortiline (PfSortilin) est aussi localisée dans le Golgi et est connue pour son rôle de 

transporteur du complexe protéique RAMA/ RAP1 (Rhoptry-Associated Membrane Antigen / 

Rhoptry-Associated Protein 1) à partir du Golgi vers les rhoptries au cours de la réplication du 

parasite (Hallée et al., 2018). En effet, étant soluble, la protéine RAP1 se lie à RAMA afin 

d’être transportée dans les rhoptries (Richard et al., 2009). La protéine PfSortilin est aussi 
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indispensable à la division du noyau et à la formation des mérozoïtes chez P. falciparum. Il a 

été démontré qu’en absence de PfSortilin, le parasite est incapable de se différencier en des 

mérozoïtes (Hallée et al., 2018). 

S’agissant des protéines GRAs, leur mécanisme de transport vers les granules denses 

est indépendant de TgAP1 et reste à décrire (Ngô et al., 2003). Ces protéines possèdent un motif 

TEXEL (Toxoplasma export element) qui facilite leur transport, dont l’homologue chez P. 

falciparum est PIXEL (Plasmodial export element) et joue le même rôle (Haldar, 2016). La 

protéine TgASP5 (Aspartic protease) aussi présente chez P. falciparum et localisée dans le 

Golgi, fixe les protéines GRAs du côté N ou C-terminal en clivant ces protéines à partir de leur 

motif TEXEL (Haldar, 2016) ; (Coffey et al., 2015) ; (Curt-Varesano et al., 2016). C’est le cas 

de GRA1, GRA2 et GRA3 qui après clivage sont envoyées dans MNN (Membranous 

Nanotubular Network), GRA7, GRA19 et GRA20 qui sont ensuite exportées vers la MVP et 

enfin GRA16 et GRA24 qui sont directement transportées dans le noyau de l’hôte (Haldar, 

2016). Une fois clivée, ces GRAs s’accrochent à certaines protéines chaperonnes GRAs telles 

que GRA5, GRA6 et GRA45 pour former des complexes (Braun et al., 2008) ; (Wang et al., 

2020). Ces complexes qui interagissent directement avec les transporteurs inconnus, permettent  

l’exportation des protéines à leur destination respectif (Hammoudi et al., 2015) ; (Coffey et al., 

2015). Plusieurs facteurs semblent être impliqués dans le trafic des GRAs, c’est le cas de la 

protéine kinase TgWNG1 qui assure la phosphorylation des GRAs, facilitant ainsi leur insertion 

dans la MVP et au sein de l’IVN (Intravacuolar Network) (Dewangan et al., 2022). Dans ce 

processus, la protéine VPS9 est indispensable au tri des GRAs au niveau de l’appareil de Golgi 

et à leur transport vers les organites (Sakura et al., 2016), ce qui est régulé par la petite protéine 

G Rab6 (Stedman et al., 2003). La suppression de la protéine TgASP5 a induit non seulement 

la disparition de l’IVN mais aussi une forte accumulation des GRAs dans la VP chez T. gondii 

(Hammoudi et al., 2015) ; (Coffey et al., 2015). A l’opposé de cela, chez P. falciparum, 

l’invalidation de PfASP5 a induit la mort des parasites (Wang et al., 2020).  

 VII-1-4 Transport des protéines à partir de l’ELC vers l’apex de T. gondii 

Endosomal like compartment (ELC) est considéré comme le siège central (accepteur et 

expéditeur) du trafic des protéines aussi bien vers le TGN, la MP, le compartiment vacuolaire 

(VAC) et aussi les MICs et ROPs/RONs respectivement vers les micronèmes et les rhoptries 

chez T. gondii (Harper et al., 2006) ; (Dacks et al., 2009) ; (Jimenez-Ruiz et al., 2016). Une fois 

dans l’endosome tardif, les complexes protéiques MICs empruntent la voie des HOPS afin 

d’être déversées dans VAC pour être par la suite déchargées dans les micronèmes. Les 

ROPs/RONs de l’endosome précoce sont livrées dans les pro-rhoptries suivant la même voie 
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des HOPS avant de parvenir aux rhoptries matures (Venugopal et Marion, 2018). La protéine 

TgVPS9 (vacuolar protein sorting) localisée au niveau du Golgi et de l’ELC constitue un facteur 

clé dans la modulation du trafic des protéines MICs et ROPs/RONs dont elle régule la 

maturation en participant donc à la biogénèse des rhoptries et micronèmes (Sloves et al., 2012) ; 

(Sakura et al., 2016). Il a été démontré que chez Caenorhabditis elegans et la levure, le 

complexe HOPS assure la fusion de l’endosome tardif et le lysosome par le biais de que Rab7 

(Balderhaar et Ungermann, 2013) ; (Delahaye et al., 2014). La protéine TgVPS11 un composant 

du complexe HOPS située dans l’ELC est indispensable au tri des protéines ainsi qu’à la 

biogénèse des micronèmes, rhoptries et granules denses (Morlon-Guyot et al., 2015) ; (Morlon‐

Guyot et al., 2017). L’interruption du complexe HOPS chez T. gondii a induit un blocage de la 

biogénèse des micronèmes, des rhoptries et aussi des granules denses (Morlon-Guyot et al., 

2015). Le mécanisme à travers lequel ces protéines sont toutes transitées de l’ELC au sein des 

organites spécifiques apicaux est moins connu jusqu’à présent. En effet, la protéine Stx12 

récemment identifiée au niveau de l’ELC participe au trafic des protéines vers les organites 

apicaux (Bisio et al., 2020), tout comme les protéines TFPs (Transporter Facilitator Proteins) 

qui sont très conservées chez les Apicomplexa (Hammoudi et al., 2018). Chez T. gondii, 

TgTFP1 située au niveau de l’ELC a été aussi localisée dans les micronèmes alors que TgTFP2-

3 sont identifiées uniquement dans les rhoptries (Hammoudi et al., 2018).  

Le succès du tri et du trafic des protéines est aussi l’œuvre des protéines GTPase-Rabs 

présentes aussi bien dans le complexe TGN et au niveau de l’ELC (Besteiro et al., 2020). Elles 

assurent la régulation du transport des MICs et ROPs de l’ELC vers les micronèmes et les 

rhoptries respectifs au pôle apical du parasite (Sloves et al., 2012) ; (Tomavo et al., 2013), 

(Kremer et al., 2013) ; (Sangaré et al., 2016) ; (Sakura et al., 2016). En effet, le trafic des 

protéines ROPs/RONs et MICs est régulé par Rab5A et Rab5C et en plus de cela, les protéines 

par Rab7 et Rab11A interviennent dans le transport des MICs (Kremer et al., 2013) ; 

(Venugopal et al., 2020) et Rab5A fonctionne en coordination avec TgAP1 (Venugopal et al., 

2017). Il a été démontré que la localisation des protéines de rhoptrie et de certaines protéines 

des micronèmes est perturbée en absence de Rab5A et Rab5C dans les tachyzoïtes de T. gondii. 

En effet, MIC3 est transportée dans la vacuole parasitophore alors que MIC8 et MIC11 sont 

transportées dans d’autres compartiments (Kremer et al., 2013). 
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Figure 13 : Schéma représentant le transport intracellulaire des protéines MICs et ROPs 

associées à TgSORT et le recyclage de TgSORT chez T. gondii (Sloves et al., 2012). 

VII-2 Transport rétrograde et recyclage du récepteur cargo   

➢ De l’ELC vers l’appareil de Golgi 

Le trafic rétrograde et le recyclage se déroulent suivant un même mécanisme et 

permettent non seulement le maintien de la localisation subcellulaire des récepteurs 

transmembranaires et des transporteurs du trafic intracellulaire mais aussi favorisent leur 

réutilisation par la cellule (Klinger et al., 2015). L’ELC est connu pour être le siège de départ 

des deux processus imbriqués et indispensables au bon fonctionnement des organismes assurés 

par le complexe retromère et qui s’achèvent dans le TGN et la membrane plasmique (Huotari 

et Helenius, 2011) ; (Sangaré et al., 2016). Le retromère constitue le moteur d’orchestre de la 

régulation du tri des protéines et du trafic intracellulaire chez les eucaryotes (Huotari et 

Helenius, 2011) ; (Burd et Cullen, 2014). Il s’agit d’une couche membranaire qui est constituée 

de deux sous complexes : le cargo protéique qui rassemble le trimère protéique du tri vacuolaire 

(VPS35-VPS29-VPS26) très conservées chez les eucaryotes et le dimer protéique SNX1 

(VPs5)-SNX2 (VPs17) (Sorting Nexin Proteins) qui représente le second sous complexe connu 

pour interagir avec la membrane (Seaman et al., 2009) ; (Gokool et al., 2007). En interagissant 



 

38 
 

avec les membranes, les SNXs assurent la courbure membranaire, indispensable pour décrocher 

les récepteurs membranaires. En effet, la diversification fonctionnelle du complexe 

retromérique chez les mammifères est due à une variation du facteur SNXs (Abubakar et al., 

2017). Dans ce complexe retromérique, les facteurs SNXs sont directement liés au VPS35 

(Harrison et al., 2014) ; (Restrepo et al., 2007) puis interagissent avec le complexe recouvrant 

les vésicules et la clathrine lors du recyclage membranaire (Huotari et Helenius, 2011). La 

protéine VPS35 a été reconnue comme l’unité moteur du cargo central du retromer (VPS35-

VPS29-VPS26) de reconnaissance des cargaisons protéiques (Huotari et Helenius, 2011). Seuls 

les domaines cytosoliques des récepteurs à recycler interagissent spécifiquement avec VPS35. 

Plusieurs protéines concourent à l’intégration du complexe retromérique dans l’ELC chez les 

eucaryotes lors du trafic rétrograde. Les petites protéines GTPase-Rabs en occurrence Rab5 et 

Rab7 recrutent le complexe dans l’ELC en interagissant avec VPS26 (Bean et al., 2015) ; (Rojas 

et al., 2008) ; (Seaman et al., 2009). Ce recrutement dépendant de la phosphatidylinositol 3-

phosphate (PI3P) est aussi initié par VPS9-GEFs chez la levure (Bean et al., 2015). Le retromère 

empêche la dégradation des protéines transmembranaire et récepteurs en les recyclant 

(McGovern et Carruthers, 2016) ; (Abubakar et al., 2017). Ce retour des récepteurs au TGN et 

à la membrane plasmique est le plus souvent médié par l’action conjointe de plusieurs facteurs 

et l’intervention de chaque facteur dépend du site de décrochage du récepteur. Les dimères 

protéiques clathrine-ACAP1 et clathrine-GGA3 initient le recyclage membranaire en 

interagissant avec des récepteurs auxquels sont couplés des transporteurs de nutriment au 

niveau de la MP (Figure 14) (Li et al., 2007) ; (Parachoniak et al., 2011) ; (Burd et Cullen, 

2014). L’interaction de la clathrine avec AP1, PACS1 et d’EpsinR permet le décrochage des 

récepteurs des endosomes précoce et tardif qui sont exportés dans le TGN (Shiba et al., 2010) ; 

(Johannes et Popoff, 2008) ; (Johannes et Wunder, 2011). 

 Chez T. gondii, le recyclage de TgSORT, le récepteur clé indispensable du trafic 

antérograde (Sloves et al., 2012) est assuré par le retromère (Sangaré et al., 2016). En effet 

TgVPS35 auquel se lie le domaine cytosolique de TgSORT a été identifiée comme partenaire 

spécifique de TgSORT du trafic intracellulaire chez T. gondii (Sangaré et al., 2016) ; (Sloves et 

al., 2012). TgSORT dans le trafic des ROPs et MICs vers les endosomes précoce et tardif se 

fixe au retromer. Il a été démontré que la suppression de TgVPS35 du retromer, par la technique 

de Knock Out inductible a bloqué le recyclage de TgSORT, qui est donc accumulée dans des 

vésicules décorées par Rab5 et Rab7 endosomales (Sangaré et al., 2016). De plus, Il a été montré 

que la déplétion totale de TgVPS35 empêche le retour de TgSORT au niveau TGN (Sangaré et 

al., 2016), ce qui a donc bloqué le trafic des protéines de ROPs et de MICs (Sloves et al., 2012). 
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TgVPS35 est indispensable à l’activité rétrograde du complexe retromérique, dont dépend aussi 

la biogénèse des organites sécrétoires spécifiques qui conditionne la survie de T. gondii 

(Sangaré et al., 2016). Plusieurs récepteurs de type 1 en occurrence sortiline et SorLA des 

mammifères sont aussi recyclés de l’ELC vers TGN par le retromère au cours du transport 

rétrograde. Il a été démontré que la sortiline interagit spécifiquement avec SNX1 du dimer du 

complexe retromère (Klinger et al., 2015). La perturbation du complexe retromère chez la souris 

affecte le transport rétrograde et a induit des déficits au niveau du lysosome et est aussi lié à la 

maladie d’Alzheimer chez les mammifères (Tammineni et al., 2017). Chez la levure, le 

recyclage de VPS10 transporteur de la carboxypeptidase Y (CPY) déchargée dans l’ELC, 

dépend du complexe retromère lors du trafic rétrograde (Seaman, 2004) ; (Seaman et al., 1998). 

Ces activités exportatrices du retromère sont régulées entre autre par Rab7-GTPase (Seaman et 

al., 2009) et d’autre part par le dimère Rab9-TIP47 (Figure 14) (Bulankina et al., 2009) ; 

(Johannes et Popoff, 2008). 

➢ De l’appareil de Golgi vers le réticulum endoplasmique  

 Certains facteurs du trafic sont retournés dans le RE suivant un mécanisme dépendant 

du COPI et conservé chez T. gondii (Hoppe et Joiner, 2000) ; (Dodonova et al., 2015). Chez les 

organismes eucaryotes y compris les Apicomplexa, COPI est caractérisée par la protéine ARF 

et 7 sous unités protéiques qui interagissent entre elles (Figure 12) (Dodonova et al., 2015) ; 

(Kibria et al., 2019). Ces différentes sous unités qui entrent dans la composition de COPI, en 

s’associant semblent jouer les rôles des AP1 et de AP2 comme facilitateur de la sélection des 

vésicules (McMahon et Mills, 2004) ; (Dodonova et al., 2015). ARF qui assure la régulation de 

l’intégrité du Golgi chez les mammifères est associé directement à la membrane provoquant 

ainsi la courbure membranaire (Figure 12) suivie du drainage des protéines membranaires dans 

la vésicule suite à son activation (Hsu et al., 2009). 



 

40 
 

                               

Figure 14 : Voies rétrograde et de recyclage endosomales des récepteurs chez les eucaryotes 

(Burd et Cullen, 2014). 

VII-3 Mécanisme de sécrétion des protéines des micronèmes, des rhoptries et de granules 

denses et leurs rôles chez T. gondii  

Les organites sécrétoires spécifiques à savoir les micronèmes, les rhoptries et les granules 

denses, qui caractérisent les parasites Apicomplexa, libèrent de façon séquentielle leurs facteurs 

de virulence à savoir les MICs, ROPs/RONs et GRAs respectivement au cours l’infection 

(Carruthers et Sibley, 1997). En effet, les mécanismes moléculaires de la sécrétion des protéines 

sont encore très peu connus, mais plusieurs facteurs connus y sont impliqués (Sparvoli et 

Lebrun, 2021). 

➢ Sécrétion des protéines des micronèmes 

Les contenus des micronèmes sont les toutes premières sécrétées et de façon régulée suite 

à l’établissement du contact de la membrane plasmique du parasite avec celle de l’hôte au cours 

de l’envahissement de la cellule hôte par T. gondii. Les micronèmes renferment aussi des 

adhésines qui interagissent avec le moteur actine-myosine du parasite en fournissant la force 

motrice de l’invasion (Keeley et Soldati, 2004). La sécrétion des protéines MICs se déroule à 
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la surface des parasites Apicomplexa puis précisément au pôle apical (Lebrun et al., 2005) et 

dépend d’un bon nombre de facteurs indispensables. 

L’acide phosphorique et la phosphatidylsérine sont identifiés comme des facteurs 

lipidiques clés indispensables de la sécrétion des micronèmes chez les Apicomplexa (Bullen et 

al., 2016) ; (Kumar Sah et al., 2019) ; (Bisio et al., 2022). En effet, grâce à son domaine PH, la 

protéine TgAPH (Acylated Pleckstrin Homology Domain-containing Protein) située à la 

surface des micronèmes se lie à l’acide phosphatidique condensé au niveau de la membrane 

plasmique du parasite, provoquant ainsi la fusion membranaire à l’origine de la sécrétion des 

protéines des micronèmes (Darvill et al., 2018) ; (Bisio et al., 2022). L’absence de la sécrétion 

des protéines des micronèmes a été constaté à la suite de l’ablation du gène de TgAPH (Bullen 

et al., 2016). Par ailleurs, les protéines DOC2-1 (Double C2-1 Domain) présentes chez les 

Apicomplexa dont T. gondii et P. falciparum sont connues pour assurer le recrutement des 

facteurs de la fusion membranaire comme le complexe SNAREs et la protéine FER (Ferlin) en 

occurrence TgFER1 nécessaire pour l’excrétion des micronèmes chez T. gondii (Farrell et al., 

2012) ; (Tagoe et al., 2020) ; (Tagoe et al., 2021).  La fusion membranaire est également fort 

dépendante du taux élevé de Ca2+ intracellulaire (Kawase et al., 2007) qui initie la migration 

des protéines des micronèmes vers la membrane plasmique (Singh et al., 2010) (Figure 15). 

L’exocytose de certaines protéines MICs dépend parfois d’interaction entre les protéines. La 

sécrétion de la protéine MIC2 dépendante de M2AP est stimulée pour le calcium intracellulaire 

chez T. gondii (Wetzel et al., 2004). Des perturbations ont été observées dans la libération du 

complexe TgM2AP-TgMIC2 par les micronèmes, suite au clivage du propeptide TgM2AP de 

T. gondii (Harper et al., 2006). De même, l’absence de la sécrétion de MIC2 a été observée chez 

les parasites Knock Out de la protéine M2AP (Wetzel et al., 2004) ; (Huynh et al., 2003). Chez 

P. falciparum le Ca2+ intracellulaire permet la translocation de la protéine transmembranaire 

EBA175 (Erythrocyte Binding Antigen) des micronèmes vers la membrane plasmique du 

parasite (Singh et al., 2010). 

➢  Rôle des protéines des micronèmes 

 Tout juste après leur décharge à la surface de la cellule hôte, les protéines MICs 

établissent immédiatement de fortes interactions spécifiques avec les récepteurs membranaires 

de la cellule hôte (Reiss et al., 2001) ; (Huynh et Carruthers, 2006). Les complexes MIC-

récepteurs sont déplacés vers l’extrémité postérieure du parasite grâce à la myosine, ce qui 

propulse le parasite à l’intérieur de la cellule hôte (Pino et Soldati-Favre, 2011). Les protéines 

des micronèmes forment divers complexes (voir Tableau I) entre elles et parfois avec les 

protéines RON des rhoptries (Rhoptries neck proteins). Ces divers complexes formés favorisent 
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l’action de chacun des composants dans la motilité, les différentes étapes de l’invasion ainsi 

que dans la sécrétion des rhoptries et des micronèmes (Sheiner et al., 2010). 

Tableau I : Différents complexes formés entre les protéines de micronèmes et de rhoptries 

ainsi que leurs rôles 

Complexes Rôles 

MIC1/MIC4/MIC6 -Favorise le trafic de MIC1 et MIC4 grâce au clivage de MIC6  

(Azzouz et al., 2013) ; (Zhang et al., 2019) 

MIC2/M2AP -Constitue un complexe de virulence déterminant de l’infection 

de la cellule hôte (Azzouz et al., 2013) ; (Zhang et al., 2019) 

-M2AP facilite le transport de MIC2 à travers les voies de 

sécrétion. MIC2 se fixe à la surface de la cellule hôte pour 

connecter T. gondii et la cellule hôte (Huynh et Carruthers, 2006) 

; (Rabenau et al., 2001) 

MIC3/MIC8 -Essentiel pour former la jonction mobile par le parasite et la 

sécrétion des rhoptries (Kessler et al., 2008) 

RON2/RON4/RON5/RON8/AMA1 -Complexe se situe uniquement au niveau de la jonction mobile 

et est ancré dans la membrane parasitaire grâce au Apical 

Membrane Antigen 1 (AMA1) (Alexander et al., 2005) ; (Sheiner 

et al., 2010) 

 

➢ Sécrétion des protéines des rhoptries  

Tout comme celle des micronèmes, la sécrétion des rhoptries se déroule de façon régulée 

et à la suite de la libération des micronèmes chez les Apicomplexa (Carruthers et Sibley, 1997). 

Les protéines de rhoptries sont réparties en deux catégories : les protéines ROP (Rhoptries bulb 

proteins) qui sont localisées au niveau du bulbe postérieur des rhoptries alors que les protéines 

RON (Rhoptries neck protein) sont situées au niveau du cou des rhoptries (Bradley et al., 2005) 

; (Gubbels et Duraisingh, 2012). 

En effet, plusieurs facteurs interviennent dans la sécrétion des protéines RONs / ROPs 

des rhoptries. Les protéines Nd (Non-Discharge) aussi importantes qu’elles soient, sont 

conservées chez les Alveolata en particulier chez les parasites Apicomplexa et les ciliés tout 

comme chez les dinoflagellés (Froissard et al., 2004) ; (Aquilini et al., 2021). Les protéines Nd6 

et Nd9 contribuent à la formation des rosettes sous forme de petites particules 

intramembranaires et qui se fusionnent avec les vésicules apicales des parasites (Figure 15) 
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pour favoriser ainsi la libération des protéines des rhoptries au niveau apical des Apicomplexa  

(Aquilini et al., 2021). Cette sécrétion des rhoptries dans laquelle intervient des vésicules 

apicales, se fait par le biais de RSA (rhoptry secretory apparatus) situé à l’apex des parasites. 

En effet, le complexe RSA est identifié chez Toxoplasma gondii et Plasmodium falciparum tout 

comme chez Cryptosporidium parvum comme étant à l’origine de l’ancrage des vésicules 

apicales au sein de la membrane des parasites (Mageswaran et al., 2021) ; (Martinez et al., 

2022). A la suite de leur ancrage, les vésicules apicales amènent les protéines de rhoptries à la 

membrane plasmique des parasites puis précisément à l’apex pour leur excrétion dans la cellule 

hôte. L’absence de TgNd6 et TgNd9 chez T. gondii affecte considérablement la sécrétion des 

protéines des rhoptries due au non ancrage des vésicules à l’apex suite au changement de la 

conformation RSA  (Aquilini et al., 2021) ; (Mageswaran et al., 2021). 

Les phospholipides jouent un rôle important dans la sécrétion des protéines des 

rhoptries. Chez T. gondii tout comme chez son homologue Apicomplexa P. falciparum, la 

protéine RASP2 (Rhoptry Apical Surface Proteins) située aux extrémités des rhoptries (Figure 

15 ), possède des domaines Ca2+dependent lipid-binding et PH (Pleckstrin homology domain) 

à partir desquels RASP2 fixe les phospholipides membranaires (PA et de PI2P) (Suarez et al., 

2019). La condensation de l’acide phosphatidique (PA) et du phosphatidylinositol 4, 5-

biphoshate (PI2P) constitue un facteur clé qui favorise le contact des rhoptries avec la 

membrane plasmique des parasites (Martin, 2015).  Ce contact membranaire est à l’origine du 

recrutement des facteurs de fusion tels que le complexe SNARE ou encore des protéines 

hypothétiques induisant ainsi la fusion membranaire qui peut aussi dépendre du RSA 

déclenchant ainsi la sécrétion des protéines des rhoptries au sein de la cellule hôte chez les 

Apicomplexa (Suarez et al., 2019) ; (Mageswaran et al., 2021) ; (Chaabene et al., 2021). Bien 

qu’étant un facteur de fusion membranaire, le complexe protéique SNARE conservé aussi bien 

chez les mammifères que chez les Apicomplexa, n’est nullement impliqué dans la sécrétion des 

protéines des rhoptries chez les Apicomplexa (Ayong et al., 2007) ; (Bisio et al., 2020). Par 

ailleurs, la protéine TgFER2 (Ferlin 2) qui interagit avec le complexe protéique TgNd6-TgNd9 

régule la sécrétion des rhoptries. En l’absence de TgFER2, il y a blocage non seulement la 

libération des RONs mais aussi la mise en place de la jonction mobile chez les tachyzoïtes de 

T. gondii (Coleman et al., 2018) ; (Aquilini et al., 2021). 
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Figure 15 : Système de sécrétion des protéines des rhoptries et des micronèmes chez T. gondii 

(Chaabene et al., 2021). 

ICMT : Microtubules Intra conoïdales, IMPs : Particules Intramembranaires, TgRASPs : 

Protéines Apicales des Rhoptries, APR : Anneau du Pôle Apical 

➢ Rôle des protéines des rhoptries 

Les protéines RONs sont dans un premier temps libérées pour participer à la mise en place 

de la jonction mobile et s’en suit la libération des ROPs dans le cytoplasme de l’hôte (Melo et 

al., 2011) ; (Bradley et Sibley, 2007). Le complexe protéique RON 2, 4, 5 du cou des rhoptries 

sécrété à la surface, est fortement impliqué dans la formation de la jonction mobile 

indispensable à l’invasion (Alexander et al., 2005) ; (Lebrun et al., 2005). 

Certaines protéines ROP une fois injectées dans le cytoplasme de la cellule hôte, ciblent le 

noyau de ce dernier en perturbant l’expression des gènes de l’hôte (Gilbert et al., 2007) ; (Saeij 

et al. 2007). D’autres, par contre, sont sécrétées dans la vacuole parasitophore après l’invasion, 

c’est le cas par exemple de ROP2 et de ROP4 (Carey et al., 2004) ; (Beckers et al., 1994). Fixée 

ensuite à la MVP, ROP2 connecte le parasite à la mitochondrie de la cellule hôte, à partir de sa 

queue N-terminale (Beckers et al., 1994) ; (Nakaar et al., 2003), alors que ROP4 subit plusieurs 

phosphorylation à la fois par les kinase de l’hôte et du parasite (Carey et al., 2004). Les protéines 

les plus abondantes dans les rhoptries sont celles de la famille de ROP2 incluant ROP4, ROP5, 
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ROP7 et ROP18 ayant leur domaine sérine/thréonine (S/T) kinase conservé (Hanks et Hunter 

1995) ; (Hajj et al., 2007). De toutes ces protéines kinases, seule ROP2 permet d’ancrer la 

mitochondrie de la cellule hôte à la membrane vacuolaire (Pernas et al., 2014). Quant à la 

protéine ROP18 aussi libérée dans la VP, celle-ci est en mesure de s’autophosphoryler et de 

phosphoryler aussi ROP2 (El Hajj et al., 2007). Elle est également considérée comme le facteur 

de virulence majeur des parasites de type I et est capable de réduire la durée du cycle de 

réplication du parasite dans la cellule hôte (El Hajj et al., 2007). La protéine ROP18 inhibe la 

réponse innée de la cellule hôte. Chez l’humain, elle inhibe l’expression de l’IFN-β et bloque 

aussi le recrutement de l’ubiquitine, la p62 et LC3 dans la VP et phosphoryle la P62 empêchant 

ainsi la suppression du parasite (Chen et al., 2022). 

➢ Sécrétion des protéines des granules denses  

L’excrétion des protéines des granules denses se fait de façon constitutive et survient 

immédiatement après l’invasion de la cellule hôte et la mise en place de la vacuole parasitophore 

(Chaturvedi et al., 1999). Les protéines GRAs sont libérées précisément dans la partie luminale 

de la VP où elles sont plus concentrées d’ailleurs (Carruthers et Sibley, 1997) ; (Mercier et 

Cesbron-Delauw, 2015) et aussi dans la membrane de la vacuole parasitophore (Venugopal et 

al., 2020) et pourrait faire intervenir le complexe NSF/SNAP/SNARE/Rab qui coordonne avec 

les protéines de l’hôte infecté (Chaturvedi et al., 1999). Certains effecteurs GRAs sont libérés 

directement dans le cytoplasme de la cellule hôte, c’est le cas de GRA16 qui est excrétée dans 

le noyau de la cellule hôte durant la multiplication intracellulaire de T. gondii (Mercier et 

Cesbron-Delauw, 2015). L’entrée des protéines GRAs dans les voies de sécrétion est due à la 

présence du peptide signal logé du côté N-terminal des protéines (Mercier et al., 2005). Le 

mécanisme de sécrétion des effecteurs des granules denses est très peu élucidé par rapport à 

ceux des micronèmes et des rhoptries chez les parasites Apicomplexa (Griffith et al., 2022). La 

protéine TgARF1 (Toxoplasma gondii ADP-Ribosylation Factor 1) située au niveau du Golgi 

est essentielle pour l’excrétion des protéines GRAs (Liendo et al., 2001). En effet, l’interaction 

entre TgARF1 et la GTPγS (Guanosine 5’ 3-O-thiotriphosphate) augmente le niveau de cette 

dernière, une condition très favorable pour stimuler la sécrétion des GRAs (Chaturvedi et al., 

1999) ; (Liendo et al., 2001). La petite protéine G, Rab11A-GTPase connue comme facteur de 

régulation de l’exocytose chez la cellule eucaryote, est identifiée au niveau du Golgi et de l’ELC 

et favorise la sécrétion des protéines GRAs chez T. gondii (Venugopal et al., 2020). Cette 

sécrétion est régulée négativement par le taux de Ca2+ cytosolique chez T. gondii (Katris et al., 

2019). L’implication succincte  de DOC2 et de Ferlin dans l’exocytose des granules denses 
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n’est pas bien élucidé comme chez les micronèmes et les rhoptries chez les Apicomplexa (Tagoe 

et al., 2020). 

➢ Rôles des protéines des granules denses 

Les effecteurs des granules denses modulent principalement la réponse immunitaire et le 

métabolisme de la cellule hôte lors de l’infection toxoplasmique (Hakimi et al., 2017). 

Nombreuses sont protéines GRAs qui se stabilisent après leur insertion dans la MPV (Braun et 

al., 2008), c’est le cas des protéines GRA3, GRA5 et P29/GRA7 qui une fois libérées lors du 

développement intracellulaire de T. gondii, se lient à l’IVN (intravacuolar network) tout comme 

à la membrane de la vacuole parasitophore (Fischer et al., 1998) ; (Cesbron-Delauw, 1994). 

L’effecteur GRA3 se fixe aussi à l’appareil de Golgi de la cellule hôte pour perturber le 

transport rétrograde de l’hôte et participe également à la séquestration et le transfert des 

éléments nutritifs de l’hôte au sein de la vacuole parasitophore du parasite (Deffieu et al., 2019). 

L’hydrophobicité de l’hélice alpha renfermée par certaines protéines GRAs favorise leur 

attachement à la membrane de l’IVN, c’est le cas par exemple de GRA2 et GRA9 (Mercier et 

al., 2005). Une fois dans le noyau de la cellule hôte, GRA16 assure l’activation du facteur de 

transcription NFAT4 (Transcription Factor Nuclear factor of Activated T cells 4) des gènes 

chez l’hôte dont le parasite prend le contrôle (Ma et al., 2014). GRA16 est aussi impliquée dans 

la modulation du niveau d’expression de la protéine p53 (suppresseur de tumeur) et des gènes 

impliqués dans la progression du cycle cellulaire (Bougdour et al., 2013).  

Les protéines GRA17 et GRA23 après leur libération, fournissent une base moléculaire 

pour la perméabilité de MVP et à l’accès aux nutriments de la cellule hôte (Gold et al., 2015). 

Elles reprogramment aussi la cellule hôte en régulant l’expression des gènes ainsi que la réponse 

immunitaire pour la survie intracellulaire du parasite (Bougdour et al., 2014) ; (Rosowski et al., 

2014) ; (Shastri et al., 2014). Par exemple, GRA24 qui permet au parasite de modifier le 

transcriptome de l’hôte, traverse la VP puis s’autophosphoryle avant d’intégrer le noyau de la 

cellule hôte dans lequel elle relocalise la protéine p38 Mitogen-activated protein kinase 

(MAPK) de l’hôte dont le rôle est de réguler l’expression des cytokines (Baldassare et al., 

1999) ; (Braun et al. 2013). En effet, certaines protéines GRAs s’associent entre elles comme 

avec certaines ROPs pour assurer la maturation de la vacuole parasitophore et d’autres fonctions 

(Fox et al., 2019). Ainsi le complexe GRA17-GRA23 situé au niveau de la MVP est impliqué 

dans le trafic des petites molécules entre T. gondii et l’hôte à travers l’IVN (Gold et al., 2015). 

De plus, GRA12 reconnue pour conférer une résistante du parasite à IFN-γ lors de la réponse 

innée de l’hôte (Fox et al., 2019), établie aussi une liaison avec ROP18 pour contribuer à la 
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croissance et à la virulence du parasite. L’altération simultanée des deux gènes (complexe 

GRA12-ROP18) a entraîné aussi bien une forte atténuation de la virulence ainsi que la 

croissance du parasite chez la souris (Wang et al., 2020). 

VII-4 Transport des lipides chez T. gondii 

 Les lipides sont indispensables à la mise en place de la membrane plasmique chez tous 

les organismes eucaryotes (Shunmugam et al., 2022). Les lipides présentent une grande 

importance pour les Apicomplexa. La génération de la VP et de la MVP ainsi que leur 

élargissement et la multiplication intracellulaire de T. gondii dont dépend sa survie requièrent 

de la présence du cholestérol, des phospholipides, des céramides et des sphingolipides (Romano 

et al., 2013) ; (Nyonda et al., 2022) ; (Shunmugam et al., 2022). Une bonne partie des lipides 

dont dépend T. gondii provient de la cellule hôte infectée, mais malheureusement les voies 

métaboliques impliquées dans le détournement de ces lipides par le parasite sont très peu 

connues et restent encore à élucider (Romano et al., 2013) ; (Shunmugam et al., 2022). En plus 

de leurs rôles dans la régulation du trafic, les protéines GTPase-TgRabs sont aussi impliquées 

dans le détournement de certains lipides de l’hôte dont dépend le parasite. TgRab5 a été 

identifiée comme une protéine qui facilite l’incorporation du cholestérol de l’hôte au sien du 

parasite via la voie de TGN (Robibaro et al., 2002). Grace au trafic vésiculaire médié par les 

protéines Rabs, T. gondii détourne les sphingolipides de la cellule hôte. Il a été montré que les 

protéines GTPase-TgRab14-30-43 se lient aux vésicules donneurs provenant du Golgi de la 

cellule hôte et qui renferment des sphingolipides qui sont transférés dans la VP du parasite qui 

est entre autre l’accepteur (Romano et al., 2013).  

Le maintien de l’homéostasie lipidique est indispensable à la survie de toutes les cellules 

eucaryotes. Tout comme les autres Apicomplexa, T. gondii dispose d’un système qui lui permet 

de contrôler aussi bien le niveau des lipides détournés ou synthétisés en les distribuant dans les 

organites et dans la VP afin de pouvoir maintenir l’homéostasie lipidique (Ehrenman et al., 

2010). Chez les mammifères comme chez les Apicomplexa, le trafic des lipides médié par des 

protéines spécialisées s’effectue suivant un mode non vésiculaire entre les différents 

compartiments (Das et Nozaki, 2018) ; (Lev, 2010). C’est le cas des protéines ABCG pour 

ATP-Binding Cassette de la famille des protéines G (Velamakanni et al., 2007) ; (Tarr et al. 

2009) et les protéines START (StAR-related lipid transfer) reconnues chez les eucaryotes pour 

le transport et la distribution des lipides dans les divers compartiments subcellulaires (Lev, 

2010) ; (Alpy et al., 2009). Grâce au système de transport non vésiculaire dépendant de l’ATP, 

les protéines TgABCG77-84-89-87 s’attachent aux vésicules de la membrane plasmique et de 

la vacuole parasitophore dans lesquelles elles déchargent le cholestérol et des phospholipides 
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(Ehrenman et al., 2010). Les protéines START sont présentes chez les Apicomplexa, les 

végétaux et aussi chez les mammifères (Gardner et al., 2002) ; (Schrick et al., 2004) ; (Hill et 

al., 2016). Les protéines START sont caractérisées par un domaine START (StAR-related lipid 

transfer) qui est toujours localisé à l’extrémité carboxy-terminale des protéines START et  

constitue un assemblage d’environ 210 résidus d’acide aminé qui assurent la fonction de la 

fixation des lipides et du stérol (Iyer et al., 2001) ; (Soccio et Breslow, 2003).  

Chez Plasmodium falciparum, quatre différentes protéines START  ont été identifiées: 

PFA0210c (PF3D7_0104200), PF3D7_1463500, PF3D7_0911100 et PF3D7_1351000 

(Gardner et al., 2002). Parmi celles-ci, seule PFA0210c est étudiée, elle est localisée pas 

seulement dans la vacuole parasitophore mais aussi dans les mérozoïtes et est plus concentrée 

dans les schizontes et joue ainsi un rôle crucial dans la prolifération de P. falciparum à 

l’intérieur des érythrocytes ainsi que dans la formation des membranes du parasite (Ooij et al., 

2013) ; (Florens et al., 2002).  La protéine PfSTART (PFA0210c) de P. falciparum est identifiée 

comme transporteur de plusieurs phospholipides tels que : phosphatidylcholine, 

phosphatidylinositol, phosphatidyléthanolamine et sphingomyéline et le domaine C-terminal 

(domaine START) de PFA0210c assure la régulation du transfert des lipides (Ooij et al., 2013) ; 

(Hill et al., 2016). Il a été montré que l’absence du domaine START de PFA0210c augmente 

de façon considérable le niveau des différents lipides transférés chez P. falciparum (Hill et al., 

2016). 

 Chez les mammifères 15 protéines START sont connues et nommées STARD (Start 

Domaine) et sont identifiées comme transporteurs d’une variété de lipides dans divers 

compartiments (Soccio et Breslow, 2003). La nature des ligands (lipides) transportés est connue 

pour peu de STARD humaines (Alpy, 2005) voir tableau II dans lequel ces protéines STARD 

sont arrangées suivants leurs ligands et leur localisation. 

Tableau II : Localisation subcellulaire et ligands des différentes protéines STARD humaines 

Protéines Localisation subcellulaire Ligands 

STARD1 - Mitochondrie 

- Gonades et glandes surrénales 

 

- Transportent le cholestérol de la membrane 

externe mitochondriale vers le complexe 

P450scc au niveau de la membrane interne 

(Himangshu et al. 2008) ; (Alpy et al., 

2001). 

STARD3 - Membrane des endosomes tardifs de 

façon ubiquitaire 
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- STARD3 transporte aussi le cholestérol du 

réticulum endoplasmique vers l’endosome 

tardif (Wilhelm et al., 2017) 

STARD4 - Réticulum endoplasmique (RE) 

(Rodriguez-Agudo et al., 2011) 

- Transportent le cholestérol (Schrick et al., 

2004) ; (Alpy et al., 2009) 

STARD5 -Réticulum endoplasmique, cytoplasme 

et appareil de golgi  (Letourneau et al., 

2013) 

STARD6  -Cytoplasme et mitochondrie 

(Calderon-Dominguez et al., 2014) 

STARD2  -Cytoplasme, noyau et mitochondrie 

(de Brouwer et al., 2002) ; (Kang et al., 

2010) 

-Transportent la phosphatidylcholine 

(Olayioye et al., 2005) ; (Horibata et 

Sugimoto, 2010) 

- STARD10 transporte en plus la 

phosphatidyléthanolamine (Kang et al., 

2010) 

STARD7 - Cytoplasme et mitochondrie (Horibata 

et Sugimoto 2010) 

STARD10 - Membrane cellulaire et cytoplasme 

STARD11 - Cytoplasme et Golgi - Transporte la céramide du RE vers le golgi 

où elles sont converties en sphingolipides 

(Kumagai et al., 2005) ; (Alpy et Tomasetto, 

2014) 

STARD8 - Noyau et cytoplasme (Zhang et al., 

2018) 

- Ligands non connus (Thorsell et al., 2011) 

; (Alpy et al., 2009) 

STARD9 - Associée aux microtubules et aux 

centrioles (Torres et al., 2011) ; 

Tugaeva et Sluchanko, 2019) 

- Ligands non connus (Thorsell et al., 2011) 

; (Alpy et al., 2009) 

STARD12 et 

STARD13 

-Localisation subcellulaire inconnue 

(Tugaeva et Sluchanko, 2019) 

STARD14 - Microsome et noyau (Alpy, 2005) 

STARD15 - Cytoplasme (Alpy, 2005) 

   

Les localisations précises des protéines START chez les Apicomplexa et en particulier 

chez T. gondii ne sont pas connues sauf le travail préliminaire sur P. falciparum qui identifie 

uniquement PFA0210c dans la VP et dans des vésicules intraparasitaires lors de la maturation 
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des schizontes en mérozoïtes. Comme il existe plusieurs candidats STARTs dans les génomes 

des Apicomplexa, il serait intéressant d’approfondir leurs localisations subcellulaires ainsi que 

leurs fonctions précises car il reste à déterminer chez les Apicomplexa les natures des lipides 

que ces START transportent et transmettent aux compartiments membranes accepteurs. 

VIII Rôles des domaines Bin-Amphiphysin-RVS (BAR), Set Binding Factor (SBF2) et 

myotubularin-related (MTMR) lipid phosphatases des protéines chez les eucaryotes 

VIII-1 Le domaine Bin-Amphiphysin-RVS (BAR) des protéines  

Chez les eucaryotes, allant de la levure à l’homme , plusieurs gènes (environ 750) sont 

connus pour coder pour des protéines contenant le domaine BAR (F-BAR) impliqué dans la 

détection des courbures membranaires ainsi que la formation vésiculaire (Stanishneva-

Konovalova et al., 2015) ; (Nishimura et al., 2018). Dans la structure du domaine F-BAR, il 

n’existe aucune poche spéciale destinée aux phosphoinositides (Nishimura et al., 2018). Mais 

étant en liaison avec la membrane, le domaine F-BAR  des eucaryotes se lie préférentiellement 

à des phospholipides membranaires comme la phosphatidylsérine, phosphatidylinositol-4,5 

diphosphate (PI (4,5) P2) et (PI (3,4,5) P3) grâce à l’interaction qui se crée entre les charges 

positives des acides aminés et celles négatives de ces lipides (Daumke et al., 2014) ; (Suetsugu 

et al., 2014). Chez l’homme, il existe près de 300 protéines contenant le domaine pleckstrin 

homology (PH) qui lie spécifiquement (PI (4,5) P2) (Lenoir et al., 2015). La présence de ce 

domaine PH chez certaines protéines à domaine BAR confère une forte affinité de ces protéines 

au phosphatidylinositol-4,5 diphosphate (PI(4,5)P2) (Sharma et Caplan, 2016). 

VIII-2 Les domaines Set Binding Factor (SBF2) et MTMR des protéines 

Les protéines contenant le domaine myotubularine lié (MTMR) aux phosphoinositides 

phosphatases et de domaine myotubularine pseudo-phosphatases dont fait partir set binding 

factor (SBF2) sont présentes chez les mammifères, la drosophile et les ciliés (qui sont du même 

règne ancestral que les Apicomplexa) (Kim et al., 2003) ; (Senderek et al., 2003). Ces domaines 

sont très conservés chez les organismes eucaryotes (Kim et al., 2003). Il existe plusieurs 

MTMRs aussi bien chez l’homme que chez la drosophile (Velichkova et al., 2010) ; (Manzéger 

et al., 2021). Grâce à son activité de facteur d’échange de guanine (GEF), SBF2 induit 

l’activation des petites protéines G endosomales en l’occurrence le Rab21 GTPase liée au 

PI(3)P avec lequel interagit MTMR chez la drosophile (Jean et al., 2012). MTMR assurent la 

régulation active de PI(3)P au niveau de l’endosome précoce et tardif chez l’homme (Cao et al., 

2008). Il existe ainsi une coordination dans la régulation des PI (3)P et Rabs GTPase assurée 
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par ces deux domaines dans le trafic endosomal chez les eucaryotes (Jean et al., 2012). Les 

MTMRs sont aussi reconnus pour leur activité inhibitrice autophagique (Manzéger et al., 2021). 

Problématique  

La toxoplasmose est causée par T. gondii, il s’agit d’une maladie cosmopolite qui affecte 

aussi bien les hommes que les animaux. Tout comme les autres parasites Apicomplexa, T. gondii 

renferme trois organites sécrétoires spécifiques qui détiennent des facteurs de virulence qui 

favorisent l’infection et dont dépend la survie des parasites (Carruthers et Boothroyd, 2007) ; 

(Hernández-de-los-Ríos et al., 2019). La biogenèse de ces organites spécifiques à savoir les 

rhoptries, les granules denses et les micronèmes requiert la présence indispensable 

respectivement des ROP, GRA et des MIC protéines chez les Apicomplexa. Chez T. gondii, la 

protéine TgSORT est identifiée jusqu’à présent comme le seul récepteur qui assure le transport 

des MICs et des ROPs pour la biogénèse des organites associés (Sloves et al., 2012) et dont le 

recyclage est assuré par le complexe rétromère : TgVPS35-TgVPS29-TgVPS26 lors du trafic 

intracellulaire (Sangaré et al., 2016). Récemment la protéine TgREMIND (Toxoplasma gondii 

Regulators of Membrane Interacting Domains) a été identifié lors de l’immunoprécipitation de 

la protéine TgVPS35 qui constitue le composant central du complexe rétromère et est nécessaire 

à la fois à la biogénèse des granules denses, des rhoptries et des micronèmes chez T. gondii 

(Sangaré et al., 2016). Les protéines partenaires TgSORT et TgVPS35 apparaissent ainsi chez 

T. gondii comme deux facteurs indispensables de la biogénèse à ces organites sécrétoires 

spécifiques. La protéine TgREMIND de T. gondii dont l’identité est TGGT1_259720 (Toxodb) 

n’a fait auparavant l’objet d’aucune étude, mais est prédite pour sa liaison avec les lipides 

principalement les PIP2. Etant un partenaire de la protéine TgVPS35, la protéine TgREMIND 

pourrait être aussi impliquée dans la biogénèse des organites chez le parasite T. gondii. Ainsi, 

l’étude de la protéine TgREMIND a fait l’objet de ma thèse de doctorat dont l’objectif général 

d’explorer les fonctions biologiques de la protéine TgREMIND dans le trafic intracellulaire et 

la biogénèse des organites sécrétoires spécifiques chez T. gondii. Ainsi de façon spécifique, (i) 

nous avons identifié les partenaires de la protéine TgREMIND grâce à la GST pull-down et la 

spectrométrie de masse à partir de l’extrait protéique total de T. gondii. Par la suite, (ii) nous 

avons construit le mutant iKO-TgREMID grâce à la technique de Knock-Out inductible et enfin 

(iii) nous avons étudié les conséquences de l’absence de la protéine TgREMIND dans le mutant 

chez T. gondii, grâce aux microscopies confocale et électronique. 

Dans un second temps, nous avons aussi porté un intérêt à la protéine TgSTART 

(START domain containing protein in T. gondii) car cette dernière protéine a été identifiée 
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parmi les partenaires de TgREMIND obtenus par GST-pull down suivi de spectrométrie de 

masse. La protéine TgSTART pourrait transporter et échanger le cholestérol qui est un lipide 

important pour les compartiments membranaires et des organites chez T. gondii. Etant donné 

que peu de choses sont connus sur l’implication réelle des lipides dans la biogenèse des 

organites sécrétoires de T gondii, nous nous sommes intéressé aux conséquences de l’absence 

de la protéine TgSTART chez le parasite T. gondii. Pour ce fait, nous avons dans un premier 

temps construit les parasites transgéniques de TgSTART par la technique de Knock-in. Dans 

un second temps nous avons construit le mutant de TgSTART en utilisant la technique de 

l’auxine dégron inductible chez T. gondii. 
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PARTIE 2 : MATERIELS ET METHODES 
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Partie 2 : Matériels et méthodes  

I-Culture cellulaire 

I-1 Culture des fibroblastes humains et entretien de T. gondii 

Les cellules HFF (Human Foreskine Fibroblast) sont cultivées dans un milieu 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) complété avec 2 mM de L-glutamine, 50 

µg/mg de Penicilline/Streptomycine et (10%) de sérum de veau fœtal (PAN Biotech, Dutscher, 

France) dans une atmosphère humide sous 5% de CO2 à 37°C. 

Les expériences sont portées sur les tachyzoïtes des souches RHΔku80TaTi, RHΔku80, 

RHΔku80-TIR-3Flag et RH sauvage de T. gondii de type I. Ces parasites sont entretenus dans 

les cellules HFF confluentes par des passages successifs à chaque fois que ces tachyzoïtes lysent 

les HFF. Les souches RHΔku80TaTi et RHΔku80 ont subi des modifications génétiques, 

pouvant favoriser les expériences in vitro. En plus de la probabilité de recombinaison 

homologue élevée que possèdent ces deux souches (Huynh et Carruthers, 2009), la souche 

RHΔku80TaTi est sensible à l’induction à l’anhydrotétracycline (ATc) (Sheiner et al., 2011). 

S’agissant de la souche parasitaire RHΔku80-TIR-3Flag taguée avec l’épitope 3Flag, il contient 

le récepteur TIR de l’auxine qui est une hormone d’origine végétale ce qui va permettre 

l’inductibilité des parasites à l’acide 3-indoléacétique (IAA) pour la dégradation de la protéine 

d’intérêt (Brown et al., 2018). 

I-2 Purification parasitaire 

Pour la production des parasites aussi bien pour le western blot que pour 

l’immunoprécipitation, après la lyse des HFF, le tapis cellulaire est scrapé. Les parasites sont 

filtrés grâce aux filtres portant de membranes millipore 3µm (polycarbonate de porosité 3µm, 

Whatman) puis centrifugés à 2200 g pendant 12 minutes (min) à 4°C. Les culots parasitaires 

obtenus sont rincés une fois dans du PBS 1x dans la même condition avant d’être congelés à -

20°C en attendant de les utiliser ultérieurement.  

II-Biologie moléculaire  

II-1 Extraction de l’ADN génomique des tachyzoïtes de T. gondii 

L’extraction de l’ADNg des tachyzoïtes de T. gondii est fait suivant le protocole du Kit 

commercial Invitrogen (Thermo Fisher). Les culots parasitaires sont d’abord repris avec 400 µl 

de PBS 1x en présence de 20 µl de protéinase K et de 20 µl de RNase A, puis mélanger avant 

d’être incubés à température ambiante durant 2 min. Après ajout de 400 µl de tampon de lyse 

(pureLink, Invitrogen), les lysats sont ensuite bien mélangés puis incubés à 55°C durant 10 min 

avant la précipitation de l’ADNg grâce à 400 µl de l’éthanol pure. Les lysats renfermant de 
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l’ADNg sont appliqués à la colonne spin (pureLink, Invitrogen) puis centrifugés à 10.000xg 

durant 1 min à température ambiante. Après deux lavages à raison d’une fois par chacun des 

tampons 1 et 2 (pureLink, Invitrogen) dans les mêmes conditions, l’ADNg est enfin élué avec 

du tampon d’élution (pureLink, Invitrogen) suite à une centrifugation à 10.000xg durant 1 min 

à température ambiante. 

II-2 Extraction de l’ARNm des tachyzoïtes de T. gondii 

Les tachyzoïtes de T. gondii purifiés, sont soumis à la lyse à l’aide de l’acétate de sodium 

(50 mM) PH 5,2, de l’EDTA (10 mM) et SDS (1%). Pour une première extraction phénolique, 

une quantité de phénol (identique au volume de lysat obtenu) est ajoutée au lysat et le tout est 

soumis à une incubation à 65°C durant 15 min, en le mélangeant de façon fréquente par vortex. 

La phase supérieure obtenue à la suite d’une centrifugation à 13.000xg en 5 min, est soumise à 

l’extraction phénol/chloroforme. Après une précipitation des ARN totaux (contenus dans la 

phase supérieure) durant une nuit à -20°C grâce à l’acétate de sodium (0,3 M) à PH 5,2 et 2,5 

quantités d’éthanol (100%), s’en est suivie une centrifugation à 13.000xg à 4°C durant 30 min. 

Les culots d’ARN totaux obtenus sont lavés deux fois (13.000xg à 4°C en 10 min) à l’aide de 

l’éthanol 80% et après leur séchage, ils sont resuspendus dans de l’eau pure en présence 

RNAsine (Promega). Pour vérifier une éventuelle contamination des ARN par l’ADNg 

toxoplasmique, une PCR a été effectuée sur ces ARN, afin d’amplifier une bande d’environ 700 

pb du gène de SuperOxyde Dismutase (SOD). Après une dégradation des ADN par l’ajout de 

la DNase I (RQ1 RNase-Free DNase, Promega) à 1 U/µg d’ADN, à la suite d’une incubation à 

37°C pendant 30 min, il s’en est suivie une nouvelle extraction des ARN à l’aide du 

phénol/chloroforme, puis les ARNs sont précipitatés à l’éthanol comme décrit précédemment. 

II-3 Obtention de l’ADNc par rétrotranscription  

Dans un premier temps, les ARN totaux sont incubés à 72°C durant 2 min dans de l’eau 

stérile en présence d’OligodT (10 µM) (Invitrogen). Le milieu réactionnel est ensuite incubé 

durant 1 h à 42°C, après ajout de Reverse Transcriptase AMV (125 U), RNAsine (Promega) et 

dNTP (25 mM) (Biolabs) pour la rétrotranscription. Enfin, s’en est suivie l’incubation de 10 

min du milieu réactionnel sur la glace, avant l’extraction au phénol/chloroforme de l’ADNc, sa 

précipitation et son lavage comme décrit ci-dessus. L’ADNc est resuspendu dans de l’eau 

stérile, la qualité de l’ADNc est vérifiée par la PCR en amplifiant une bande de 200 pb du gène 

SOD. 
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II-3 Construction du mutant iKO-TgREMIND par clonage dans le plasmide pG13-D-

T7S4 

Pour créer le mutant TgREMIND inductible à l’ATc, le plasmide pG13-D-T7S4 

renfermant une séquence «TetO7» (Sheiner et al. 2011), le promoteur TgSag4 de T. gondii et 

résistant à la pyriméthamine grâce à la cassette dihydrofolate réductase (DHFR-TS), est utilisé. 

La séquence répétée «TetO7» inductible à l’ATc contrôle le promoteur TgSag4 (Sheiner et al. 

2011). Les fragments 5’ (2 kb) et 3’ (1336pb) de TgREMIND sont obtenus par PCR effectuée 

sur l’ADN génomique des tachyzoïtes de T. gondii à l’aide des amorces consignées dans le 

Tableau IV. Le fragment 5’ est cloné dans le plasmide en amont de la cassette DHFR-TS grâce 

l’enzyme de restriction NdeI et son orientation a été vérifiée dans le plasmide par une double 

digestion avec les enzymes de restrictions StuI/EcoRV. Le fragment 3’ contenant l’ATG et 

l’épitope HA introduit juste après l’ATG est cloné grâce aux enzymes de restriction AvrII/BglII 

dans le même plasmide en aval du promoteur inductible TetO7-Sag4. Ainsi le gène TgREMIND 

dans le plasmide pG13-D-T7S4-TgREMIND est sous le contrôle du promoteur inductible 

TetO7-Sag4.  

II-4 Complémentation du mutant iKO-HA-TgREMIND par clonage dans le vecteur 

pUPRT  

Le vecteur pUPRT renfermant les fragments 5’ (1 kb) et 3’ (1 kb) du gène UPRT (Uracil 

PhosphoRibosyl Transferase) non essentiel au parasite (Donald et Roos, 1995) a été utilisé pour 

complémenter les parasites iKO-HA-TgREMIND. Tous les fragments clonés dans ce plasmide 

lors de nos expériences ont été obtenus par PCR et ont été séquencés, les amorces et enzymes 

de restrictions utilisées sont consignées dans le Tableau III. Le gène de TgREMIND entier soit 

2928pb, ses domaines N-terminal F-BAR soit 1158pb et C-terminal REMIND soit 1770pb, tous 

tagués avec l’épitope Flag sont obtenus par PCR sur l’ADNc précédemment obtenu. Dans un 

premier temps, la région promotrice de GRA1 (1508 pb) obtenu à partir de l’ADNg des 

tachyzoïtes de T. gondii a été clonée dans ce plasmide en aval du 5’UPRT grâce aux enzymes 

de restriction ASCI et StuI. Ensuite, TgREMIND entier est cloné en aval du promoteur GRA1 

grâce aux enzymes de restriction StuI et AvrII. Chacun des domaines N-terminal F-BAR et C-

terminal REMIND a été cloné à l’aide des enzymes de restriction StuI et AVrII en lieu et place 

de TgREMIND après une double digestion du plasmide contenant TgREMIND avec StuI et 

AVrII. Enfin, 350bp de la région 3’SAG1 également obtenu à partir de l’ADNg des tachyzoïtes 

de T. gondii a été cloné en amont de la région 3’UPRT grâce aux enzymes AvrII et PacI.  
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II-5 Obtention des parasites transgéniques par la technique de Knock-In 

 Le fragment d’ADN génomique 3,27 kb de TgSTART est amplifié par PCR, à partir de 

l’ADNg des tachyzoïtes en utilisant les amorces consignées dans le Tableau IV. Ce fragment 

contient un site de restriction unique mais absent dans le plasmide de clonage de ligation 

indépendant (pLIC) (Huynh et Carruthers, 2009), (Figure 16). Le plasmide pLIC-3HA-DHFR 

linéarisé par PacI puis purifié et le fragment TgSTART sont traités au T4 DNA polymérase. Le 

traitement de 0,2 pmol de TgSTART purifié est réalisé avec l’ajout de 4 mM de dCTP, 5 mM 

de DTT, 1 x de tampon T4 DNA polymérase et 1 Unité de T4 DNA polymérase (20 µl de 

volume final). Quant au pLIC purifié (2 µg), le milieu réactionnel (30 µl final) est le même que 

celui de l’insert et 4 mM de dGTP est utilisé à la place de dCTP (Stols et al., 2002). Le milieu 

réactionnel est incubé à 12°C pendant 15 min puis la réaction est arrêtée à 75°C pendant 20 min 

en présence de 10 mM de l’EDTA (Biolabs). Après purification, 3 µl de l’insert (TgSTART) 

sont incubés avec 1,5 µl pLIC-3HA-DHFR pour une ligation à température ambiante durant 15 

min puis 1 µl de l’EDTA (25 mM) est ajouté suivi d’une incubation à température ambiante de 

5 min. Les cellules compétentes sont transformées avec 1 µl du produit de ligation. 

II-6 Obtention du mutant TgSTART par la technique d’Auxine dégron inductible 

  La technique de CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeat) est utilisée pour obtenir le mutant TgSTART (KD-TgSTART) selon deux étapes : dans 

un premier temps, obtention de l’ARN guide (gARN) CRISPR de TgSTART et dans un second 

temps, étiqueté le gène TgSTART avec l’épitope HA contenu préalablement dans le plasmide 

pLinker-AID-3xHA-DHFR-loxP (addgene, référence 86669).  

➢ Obtention de gARN de TgSTART 

Pour obtenir l’ARN guide de TgSTART, une séquence génomique de TgSTART est 

obtenue en amont et en aval à 500pb du codon stop dans toxoDB et est placée sur le site web 

EuPaGDT (http://grna.ctegd.uga.edu/) (Peng et Tarleton, 2015). Une séquence de protospacer 

(20 nucléotides) possédant la séquence NGG à la fin du codon stop et ayant le meilleur score et 

unique de la séquence du gène d’intérêt de TgSTART a été choisie. A partir de cette séquence, 

l’ARN guide de TgSTART est obtenu par mutagénèse dirigée avec le Kit Q5 (Biolabs) contre 

l’ARN guide de UPRT qui est situé dans le plasmide pSAG1::CAS9-U6::sgUPRT (Addgene, 

Cat : 54467) à l’aide des amorces consignées dans le Tableau III. Ainsi le gARN de TgSTART 

se trouve maintenant dans le même plasmide (pSAG1::CAS9-U6::sgTgSTART) que 

l’endonucléase CAS9 (Figure 16). En effet, la taille de la bande amplifiée est de 9,68 Kb  

(Brown, Long, et Sibley 2018) et 1 µl a été soumis à une réaction de Digestion-Kinase-Ligation 

(KLD) grâce à l’enzyme KLD (Biolabs), dans un milieu réactionnel (10 µl) composé de 1 µl du produit 

http://grna.ctegd.uga.edu/
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de la PCR, 3 µl d’eau stérile, 5 µl du tampon KLD 2x pour 1x final et 1 µl de l’enzyme KLD. 

Après une incubation à température ambiante de 5 min, 5 µl a été utilisé pour transformer les 

bactéries, puis après le criblage des colonies et séquençage des clones grâce à l’amorce reverse 

M13 (voir Tableau III) pour confirmer la présence du gARN de TgSTART. 

➢ Obtention des cassettes d’homologie de TgSTART étiquetées avec 3xHA 

Les séquences des flancs d’homologie 5’ et 3’ de 30pb de TgSTART sont obtenues 

respectivement en amont du codon stop de TgSTART et en aval de la séquence du protospacer 

de TgSTART. Par la suite, deux séquences (voir tableau III) du plasmide pLinker-AID-3xHA-

DHFR-loxP ont été chacune ajoutée à la fin du flanc 5’ (en rouge sur Figure 16) et à la fin de 

la séquence inverse du flanc 3’ (en violet sur Figure 17) de TgSTART. Cela a permis d’obtenir 

respectivement les amorces forward et reverse (voir tableau III). Les deux amorces sont utilisées 

pour amplifier par PCR une bande de 3,4 Kb à partir du plasmide pLinker-AID-3xHA-DHFR-

loxP à l’aide du Kit Q5 (Biolabs) permettant ainsi d’étiqueter le gène TgSTART (Brown et al., 

2018), (Figure 17). Le produit de la PCR est purifié à l’aide du Kit gel and PCR clean-up 

Nucleospin (Macherey-Nagel) avant la transfection des parasites. 

II-7 Transfection des parasites  

➢ Transfection des parasites RHΔku80TaTi 

  Le plasmide pG13-D-T7S4-HA-TgREMIND linéarisé par l’enzyme de restriction 

(Tableau IV), est extrait au phénol-chloroforme (2 phénol vol/vol, 1 chloroforme vol/vol). Le 

plasmide est ensuite précipité sur la nuit à -20°C en présence de l’éthanol (100%) et NaCl (0,3 

M), avant d’être deux fois lavé à l’aide de l’éthanol (80%) à 4°C durant 10 min à 13000xg. Les 

tachyzoïtes de T. gondii fraichement purifiés, sont récupérés dans du tampon cytomix à pH 7,6 

contenant du KCl (120 mM), CaCl2 (0,15 mM), K2HPO4/KH2PO4 (10 mM), Hepes (25 mM), 

EGTA (2 mM) et MgCl2 (5mM) supplémenté avec 0,2 mM d’ATP (Sigma) et 5 mM du GSH 

(Sigma). Ensuite, 107 parasites de la souche RHΔku80TaTi sont transfectés avec 50 µg de 

pG13-D-T7S4-HA-TgREMIND et par électroporation, suivant le programme : T= 1,5 KV, C= 

24 µF, R= 24 Ὼ. Après 4 h post-infection, les milieux de culture sont changés et la sélection 

commencée 24 h post infection avec 2 µM de pyriméthamine (Sigma) avec 3 passages sur de 

nouvelles cellules HFF, donc la sélection a duré approximativement 9 jours avant de 

l’émergence d’une population résistante à la pyriméthamine. La population résistante est clonée 

dans les plaques de 96 puits et les clones sont criblés par de l’immunofluorescence indirecte 

(IFA) afin d’identifier les clones positifs de l’iKO-HA-TgREMIND inductible à l’ATc. 

Pour complémenter les parasites iKO-HA-TgREMIND, 5.106 parasites mutants sont 

dans un premier temps transfectés de façon transitoire avec 25 µg des plasmides : pUPRT-



 

59 
 

TgREMIND-Flag, pUPRT-F-BAR-Flag et pUPRT-REMIND-Flag. Après 24h post-

transfection les parasites sont fixés à l’aide de PAF (4%) et soumis à l’IFA à l’aide de l’anticorps 

anti Flag (Tableau V). Dans un second temps, 100 µg de chacun de ces trois plasmides sont 

linéarisés avec EcoRV, puis extraits au phénol-chloroforme et lavés à l’éthanol comme décrit 

ci-dessus puis 50 µg de chaque plasmide et 10 µg de gARN de UPRT contenu dans le plasmide 

pSAG1::CAS9-U6::sgUPRT sont utilisés pour transfecter 107 de parasites iKO-HA-

TgREMIND afin d’obtenir des parasites stables. La sélection est faite avec 5 µM de 5-fluoro-

2'-deoxyuridine (5’FUDR) (Sigma) après 2-3 passages sur de nouvelles cellules HFF et la durée 

totale est de 6 à 8 jours. Le clonage par dilution limite des différentes populations résistantes 

ont permis d’obtenir les clones stables. 

Par ailleurs, les parasites iKO-HA-TgREMIND (5.106 tachyzoïtes) sont aussi transfectés 

de façon transitoire avec 25 µg de différents plasmides contenant certains marqueurs (Rab5-

HA, Rab7-HA, HDEL-GFP, ERD-GFP, GalNacT-GFP et DrpB-YFP) de différents 

compartiments intracellulaires connus de T. gondii. Après 24 h post-transfection, les parasites 

sont fixés avec PAF (4%) suivi de l’IFA. 

➢ Transfection des parasites RHΔku80 avec pLIC-3HA-DHFR-TgSTART 

Après la linéarisation du plasmide pLIC-3HA-DHFR-TgSTART (Figure 16) par 

l’enzyme de restriction (Tableau IV), le plasmide est ensuite extrait au phénol-chloroforme et 

précipité comme décrit ci-haut. 107 tachyzoïtes de RHΔku80 fraichement purifiés et repris dans 

du tampon cytomix en présence de 5 mM du GSH (Sigma) et 0,2 mM d’ATP (Sigma), sont 

transfectés avec 50 µg de pLIC-3HA-DHFR-TgSTART par électroporation. Le milieu de 

culture a été changé après 4 h post-infection, le reste du fragment TgSTART situé du côté 3’ du 

plasmide se recombine avec son homologue dans le génome du parasite (Figure 16). Après 9 

jours de passage et sélection avec 2 µM de pyriméthamine (Sigma), la population résistante est 

clonée par dilution limite dans les plaques de 96 puits et les clones sont criblés par de l’IFA 

pour identifier les clones positifs de KI-TgSTART. 
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Figure 16: Stratégie d’obtention des parasites transgéniques de TgSTART 

➢ Transfection des parasites RHΔku80-TIR1-3FLAG 

107 tachyzoïtes de RHΔku80-TIR1-3FLAG fraichement purifiés ont été récupérés dans du 

tampon cytomix supplémenté avec 0,2 mM d’ATP (Sigma) et 5 mM du GSH (Sigma), avant 

d’être co-transfectés avec 10 µg du plasmide pSAG1::CAS9-U6::sgTgSTART (gARN de 

TgSTART) et 22 µg du plasmide pLinker-AID-3xHA-DHFR-loxP contenant les deux flancs 

d’homologie 5’ et 3’ de TgSTART. Après transfection, l’endonucléase CAS9 sous l’action du 

gARN de TgSTART a coupé la portion double brin ciblée du gènes TgSTART et lors de la 

réparation de cette cassure, les deux flancs d’homologie 5’ et 3’ de TgSTART vont s’apparier 

avec leurs homologues dans le génome ce qui conduit à la double recombinaison homologue 

(Figure 17). La sélection avec la pyriméthamine qui a commencé 24 h post-infection durant 10 

jours a permis après clonage (par dilution limite) d’obtenir des clones stables exprimant la 

protéine TgSTART-3HA-AID inductibles à l’auxine. Pour vérifier l’intégration de pLinker-

AID-3xHA-DHFR-loxP dans le locus des parasites, deux différentes PCR1 et 2 (Figure 17) ont 

été effectuées grâce aux amorces consignées dans le Tableau III. Le forward des deux PCR est 

situé à plus de 350bp du flanc 5’ et l’amorce reverse de la PRC1 est désignée à 500bp du codon 

top et du coté 3’ UTR du gène TgSTART. L’amorce reverse de la PCR2 est choisie dans la 

séquence du plasmide pLinker-AID-3xHA-DHFR-loxP à 50bp du gène d’AID (Brown et al., 
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2018). 

 

Figure 17 : Génération du mutant knockdown TgSTART-AID-3HA  

III-Biologie cellulaire 

III-1 Test d’invasion 

Pour mesurer la capacité des parasites (iKO-TgREMIND, Comp-TgREMIND et Comp-

TgSBF2) à entrer dans les HFF, 25.104 parasites précédemment traités avec de 

l’anhydrotétracycline (ATc) à 1,5 µg/ml et sans ATc (comme contrôle) pendant 2 à 3 jours sont 

utilisés pour infecter les lamelles comportant des HFF confluentes pendant 3 heures puis lavés 

avec du milieu complet 2 fois avant de remettre du milieu complet pendant 24h. Après 24 h 

post infection, les parasites sont fixés avec du PAF (4%). L’immunofluorescence indirecte 

(IFA) est réalisée sur les parasites intracellulaires en utilisant l’anticorps dirigé contre SAG1 du 

parasite au 200ème, les noyaux des cellules HFF et ceux des parasites sont marqués avec du 4′,6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI) au 1000ème. Les expériences ont été réalisées en triplicata et 
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trois fois de façon indépendante, les photos sont prises au microscope Zeiss. Les parasites 

intracellulaires et cellules 400 à 500 au total sont comptés et le ratio parasite-cellule est calculé 

pour la construction de l’histogramme. 

III-2 Mesure de la motilité parasitaire 

 Pour évaluer la capacité du mutant iKO-TgREMIND à mouvoir, ce mutant est traité 

avec ou sans l’ATc (1,5 µg/ml) pendant 48 h. Le tapis cellulaire contenant les parasites est 

scrappé, passé aux seringues pour libérer les parasites contenus dans les cellules et le milieu 

parasitaire est filtré comme précédemment décrit. Ce milieu est centrifugé à 1000 RPM pendant 

10 min à température ambiante. Les culots sont repris avec de milieu DMEM incomplet avec 

10 mM de Hepes et 1 mM de l’EGTA. 5.106 tachyzoïtes ont été déposés sur des lamelles de 

verre qui ont été préalablement pré-incubées avec 50% de sérum de veau fetal (FBS) dans du 

PBS 1x incubées sur une nuit à 37°C sous 5% de CO2, la veille de l’expérience afin de permettre 

l’adhésion des parasites. Ensuite, l’incubation a lieu à 37°C sous 5% de CO2 durant 20 min, 

avant d’être fixés avec du PAF (4%). Des traces linéaires et circulaires observés au microscope 

Zeiss traduisent la motilité des parasites (Fauquenoy et al., 2008). 

III-3 Test de plage de lyse 

Pour mesurer la capacité d’invasion successive et la lyse des HFF par les parasites, 2.102 

parasites : iKO-TgREMIND, les parasites complémentés (Comp-iKOTgREMIND et Comp-

REMIND) et de RHTaTi (comme contrôle) tous purifiés sont utilisés pour infecter les lamelles 

de verres contenant des HFF confluentes. En présence ou non de l’ATc (1,5 µg/ml), ces lamelles 

sont incubées sous 5% de CO2 à 37°C sous une atmosphère humide pendant 7 jours sans aucun 

mouvement et observation des lamelles.  

Après fixation au méthanol froid (-20°C) pendant 10 min des différents tapis cellulaires, 

les lamelles contenant les HFF infectées sont ensuite colorées durant 10 min à température 

ambiante avec du 0,1% de Crystal Violet (Sigma) préparé dans de l’éthanol 95% et 1% 

d’Oxalate d’ammonium monohydrate (Sigma). Les tapis cellulaires sont enfin rincés une fois 

au PBS 1x et une fois par l’eau pure. Les différentes plages de lyse observées indiquent la 

réplication et le développement endocellulaires de ces parasites. 

III-4 Immunofluorescence indirecte 

Les parasites (2.5x105 tachyzoites) sont utilisés pour infecter des lamelles de verre 

contenant des HFF confluents pendant 24-32h. Ensuite, le tapis cellulaire est rincé trois fois 

rapidement au PBS 1x puis les tachyzoïtes intracellulaires sont fixés avec 4% de PAF préparé 

dans du PBS 1x à température ambiante durant 30 min. Après deux rinçages rapides, les cellules 
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infectées sont perméabilisées avec du Triton X100 (0,2%) préparé dans du PBS 1x pendant 30 

min puis après un blocage avec de FBS (10%) dans du Triton X100 (0,1 %) préparé dans du 

PBS 1x. Tout le reste de l’expérience est poursuivi en tampon PBS/0,1% TX-100/10% FBS 

(PTF) sauf les lavages qui sont avec le tampon PBS/0,1%TX-100. 

Les lamelles sont ensuite incubées durant 1 h à 37°C avec l’anticorps primaire préparé 

dans ce tampon indiqué ci-dessus. Les différents anticorps primaires utilisés ainsi que leurs 

concentrations sont indiqués dans le Tableau V. Le tapis cellulaire est lavé trois fois pendant 5 

min avec du Triton X100 (0,1 %) préparé dans du PBS 1x. Les lamelles sont ensuite incubées 

durant 30 min à 37°C avec l’anticorps secondaire Alexa fluo dilué au 1000ème dans le même 

tampon PTF contenant en plus du bleu Evans au 1000ème et du DAPI au 1000ème. Les anticorps 

secondaires qui portent des marqueurs fluorescents Alexa utilisés lors des expériences sont à 

488 nm, 568 nm, 594 nm, tous du Rat, de Lapin ou de Souris. Le tapis cellulaire est lavé trois 

fois à l’intervalle de 5 min du Triton X100 (0,1 %) préparé dans du PBS 1x. Les lamelles sont 

enfin montées avec du Mowiol puis incubées à 37°C pour séchage avant d’être observées au 

microscope confocal inversé SP8-X Leica (Leica DMI 6000) avec l’objectif 63x. L’acquisition 

des images est faite suivant les paramètres : Pixel size (12 bites), speed (400), pinhole (1 AU) 

et format (1024 x 1024) pour Zoom factor (4) ou format (512 x 512) pour Zoom factor (6) et le 

traitement des images est fait avec ImageJ. 

III-5. Microscopie électronique 

 Les parasites mutants iKO-TgREMIND et Comp-iKO-TgREMIND intracellulaires 

traités avec ATc (1,5 µg/ml) et sans ATc sont fixés à l’aide du glutaraldehyde (2,5%) préparé 

dans du PBS à température ambiante pendant 1 h ou à 4°C sur la nuit. Après 5 séries de lavage 

de 5 min avec du tampon cacodylate (0,1 M), les parasites intracellulaires fixés, sont traités 

pendant 1 h à température ambiante avec de l’osmium (1%) et du ferrocyanure de potassium 

(1,5%) préparés dans de l’eau en présence de cacodylate (0,2 M). Les parasites sont ensuite 

soumis à une série de 3 bains d’eau de 5 min avant de subir 5 séries de déshydratation de 10 

min chacune à l’aide de l’éthanol pur de concentrations variables : 50%, 70%, 90%, 100% et 

encore 100%. Les parasites sont enfin inclus dans la résine Epon “Agar low viscosity premix 

kit medium” (réf. R1165), fournisseur Agar Scientific (Oxford Instruments) puis polymérisés 

sur la nuit à 60°C avant d’être découpés pour des observations ultrastructurales en microscopie 

électronique (JEOL1400 opéré à 80 kV) (plateforme Imagerie-Gif, Institut de Biologie 

Intégrative de la cellule (I2BC). 
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IV-Biochimie 

IV-1 Production et purification des protéines recombinantes  

 La séquence entière du gène de TgREMIND et ses domaines N-terminal F-BAR et C-

terminal REMIND sont synthétisés et clonés dans le plasmide pGEX-GST par GenScript grâce 

aux enzymes de restriction BamHI et NCOI. Les plasmides pGEX-TgREMIND, pGEX-F-BAR 

et pGEX-REMIND sont utilisés pour transformer E. coli 5-alpha (Biolabs), les colonies choisies 

ont permis de faire des mini-préparations des différents plasmides qui sont analysés par 

digestion avec des enzymes (Tableau V). Les ADN sont par la suite utilisés pour transformer 

les bactéries BL21 DE3 (Biolabs) puis des précultures de 10 ml ont été effectuées en présence 

de l’ampicilline (100 µg/ml) à 37°C sur la nuit. A partir de 1 à 1,5 ml de ces précultures, des 

cultures d’un litre sont lancées en présence de l’ampicilline pour une DO600 initiale de 0.02. 

Après une incubation à 37°C pendant environ 4 à 5 h de temps pour obtenir une DO600 égale à 

0,6, l’induction de la synthèse des différentes protéines recombinantes est alors effectuée avec 

0,2 mM d’IPTG (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) à 20°C sur la nuit. Afin de vérifier 

l’efficacité des inductions protéiques, des fractions de culture non induite et induite sont 

migrées dans du gel de polyacrylamide 10 à 12% puis colorées au bleu de Coomassie.  Après 

centrifugation des cultures à 6000xg à 4°C pendant 15 min, les culots obtenus sont congelés à 

-80°C pendant 2 h. Les culots sont lysés dans le tampon contenant 50 mM Tris-HCl pH 8 ; 250 

mM NaCl ; 5% Glycérol et 0,1% Triton X-100 supplémenté avec le cocktail d’inhibiteur de 

protéase (1X final), 1 mg/ml lysozyme, 5 mM DTT et 1 mM PMSF (Phenylmethylsulfonyl 

fluoride). Après une incubation sur la glace pendant 30 min, les bactéries sont ensuite cassées 

par 6 cycles de sonication (30 s de pulse à 90% et 20 s de pause) et incubées à 4°C en présence 

de 10 mM MgCl2 pendant 1h. Après centrifugation à 4°C durant 30 min à 2000 RPM, le lysat 

est incubé sur la colonne GST (Glutathion-S-transferase) à 4°C sur la nuit, en présence de 5 

mM d’ATP et 1 mM PMSF. La colonne a été lavée plusieurs fois avec deux différents tampons 

de lavage : L1 composé de 50 mM Tris-HCl pH 7,5 et 1 M NaCl et L2 composé de 50 mM 

Tris-HCl pH 7,5 et 150 mM NaCl en présence de 5 mM DTT. Enfin l’élution des protéines est 

faite à 2500 RPM à 4°C durant 10 min, grâce au tampon d’élution composé de : 50 mM Tris-

HCl pH 8 ; 150 mM NaCl et de 10 mM GSH (glutathion) supplémenté avec 5 mM DTT et 0,5 

mM PMSF. 

IV-2 Electrophorèse en gel d’acrylamide  

Les concentrations des gels de séparation (ou inférieur) utilisés, étaient compris entre 

10%-12% d’acrylamide (acrylamide/bisacrylamide, 29/1). Le gel de séparation est constitué 
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de : 375 mM Tris-HCl pH 8,8 ; 0,01% SDS ; 0,5% Persulfate d’Ammonium (APS) et 0,05% 

TEMED. Pour le gel supérieur (ou de concentration) il est constitué dans tous les cas de 5% 

d’acrylamide ; 125 mM Tris-HCl pH 6,8 ; 0,01% SDS ; 0,75% APS et 0,075% TEMED. Coulés 

entre une plaque de verre, ces deux gels sont montés sur un système Mini-PROTEAN Tetra 

Cell (Bio-rad). Les protéines purifiées ou les culots parasitaires sont repris dans du tampon de 

reprise Laemmli de composition : 62,5 mM de Tris-HCl pH 6,8 ; 2% (p/v) de SDS ; 10% (p/v) 

de saccharose et 0,2% (p/v) de bleu de bromophenol contenant 0,1 M final de DTT 

(DiThioThréitol). Les échantillons sont ensuite chauffés à 100°C pendant environ 5 min puis 

centrifugés pendant 3 min à 12000 xg avant d’être déposés dans le gel de polyacrylamide. Enfin, 

les échantillons sont soumis à une migration dans un tampon composé de 25 mM Tris-HCl pH 

8,3 ; 0,1% SDS et 192 mM glycine sous 70 v pour leur concentration et 120 v pour leur 

séparation. 

IV-3 Western Blot 

 Après la migration, les protéines séparées sont transférées du gel de séparation sur une 

membrane de nitrocellulose de 0,45 micron (Thermo Fischer). Le transfert s’est déroulé dans 

un tampon de transfert est composé de : 25 mM Tris-HCl pH 8; 190 mM glycine et 20% de 

méthanol à 80 v pendant 1 h à 1 h 15 min en présence de la glace. La membrane portant les 

protéines et le marqueur de poids moléculaire est ensuite colorée à l’aide du rouge ponceau 

0,2% préparé dans 20% d’acide acétique pendant environ 5 min, avant d’être rincée puis saturée 

avec du lait écrémé 5% préparé dans du TNT (15 mM Tris-HCl pH 8 ; 140 mM NaCl ; 0,05% 

Tween-20) à température ambiante durant 30 min. Une fois saturée, la membrane est incubée à 

température ambiante avec de l’anticorps primaire monoclonal ou polyclonal (Tableau VI) 

préparé dans le tampon de saturation à température ambiante pendant 1 h soit à 4°C sur la nuit. 

Après trois lavages successifs de 10 min chacun, la membrane est incubée à température 

ambiante durant 1 h, cette fois-ci avec de l’anticorps secondaire IgG couplé à la peroxydase 

(Sigma) au 10000ème pour anti lapin et 2000ème pour l’anti rat, soit avec l’Alexa fluo 488 nm or 

594 nm (Invitrogen) dans le cas d’une fluorescence et préparé dans le tampon de saturation. 

Enfin, après trois séries de lavages successives, la membrane est incubée pendant 5-10 min avec 

de l’ECL (Enhanced ChemiLuminescence Plus Western Blotting Detection System, 

Amerscham Biosciences) puis révélée, sauf dans le cas de la fluorescence où la membrane est 

directement révélée sans l’ECL. 
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IV-4 GST-pull down TgREMIND  

Dans l’optique d’identifier les partenaires de la protéine TgREMIND, 4.109 tachyzoïtes 

de T. gondii (RH TaTi) sont lysés par du tampon composé de : 10 mM Tris-HCl ; 150 mM 

NaCl ; 1 mM MnCl2 ; 1 mM CaCl2 ; 1% Triton x-100 en présence d’inhibiteur de protéase à 

4°C pendant 1h sous agitation rotative. Après centrifugation à 4°C à 10000 RPM pendant 30 

min, le surnageant est incubé avec 100 µg de chaque protéine recombinante TgREMIND, F-

BAR et REMIND couplée à la GST ou avec de la GST toute seule à 4°C pendant une nuit. 

Enfin, après 5 lavages avec le tampon de lyse et sans inhibiteurs de protéases et élution, les 

éluats sont séparés par SDS-PAGE et les bandes sont découpées pour être analysées à l’aide de 

la spectrométrie de masse, grâce à la collaboration avec les Docteurs Elie Tchilabalo Ayili et 

Yetrib Hatrout aux Etats Unis. 

IV-5 Fractionnement cellulaire 

Les culots de tachyzoïtes (108) de T. gondii purifiés, ont été lysés par sonication après 

plusieurs séries de congélation et décongélation en présence de 300 µl de chacun des quatre 

différents tapons de lyse à savoir : PBS 1x, 2% Triton X-100 dans du PBS 1x, 1 M NaCl dans 

du PBS 1x et 0,1 M Na2CO3 pH 11,5. Les différents lysats obtenus ont été ultracentrifugés à 

100.000 xg à 4°C pendant 2h pour leur séparation en de différentes fractions tels que solubles 

et insolubles. Un équivalent de 107 tachyzoïtes contenus dans les culots et les surnageants a été 

analysé par Western blot en utilisant l’anticorps anti TgREMIND (Breinich et al., 2009). 

V-Analyses statistiques 

 Les différentes données issues des expériences ont été analysées grâce au logiciel 

GraphPad9 et le test d’ANOVA one way ou two-way suivi du test de comparaison multiple de 

Tukey a été utilisé pour des études statistiques des données.
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Tableau III : Oligonucléotides et enzymes de restrictions utilisées pour les clonages  

 

Noms 5’ Séquences 3’ Site de 

Restriction  

Utilisation 

iKO_TgREMIND_5’_F CCGGCATATGACAGCTATTCCGGGCTGAGGTGAGCTCA NdeI iKO-TgREMIND 

iKO_TgREMIND_5’_R CCGGCATATGTCGTGAGAACGGCTTCAGCACGGAGTTCTT NdeI iKO-TgREMIND 

iKO_TgREMIND_3’_F CCGGAGATCTATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGAAGCG

GAGGCCACCTG 

BglII iKO-TgREMIND 

iKO_TgREMIND_3’_R CCGGCCTAGGAGCGTTGACGGCAGACATGAC AvrII iKO-TgREMIND 

Locus_TgREMIND_F ACACGCGTGTTTGACAGTCTCACAC Non Intégration de pDTS4-

TgREMIND 

DHFR_Int_R GGCGTTGAATCTCTTGCCGACTGATGGAGAGGGAAGTCC Non Intégration de pDTS4-

TgREMIND 

Compl_FLTgREMIND_F TATTAGGCCTATGGAAGCGGAGGCCACCTGGGGGGTGGCGGGGTC

C 

StuI Complémentation 

Compl_FLTgREMIND_R CCCTTAATTAACCCCTAGGTTATCACTTATCGTCATCGTCTTTGTAA

TCAAAAGAGCC 

AvrII Complémentation 

Compl_F-BAR_R GCATCCTAGGTCACTTATCGTCATCGTCTTTGTAATCTGGCGTCGA

CCCCGGCGC 

AvrII Complémentation 

Compl_REMIND_F GCATAGGCCTGCCCACGGCTCTTCGGGGTC StuI Complémentation 

Compl_TgGRA1prom_F CATTGGCGCGCCCTCACCTTTGGCTCAATCCTA ASCI Complémentation 

Compl_TgGRA1prom_R CGACAGGCCTCTTGCTTGATTTCTTCAAAGAACAA StuI Complémentation 

Compl_TgSAG1_3’_F TATTCCTAGGTCACCGTTGTGCTCACTTCTCAAATC AvrII Complémentation 

Compl_TgSAG1_3’_R CCCTTAATTAACCCGACGATCGCCCATCGGGGTCGTGA PacI Complémentation 
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KI-TgSTART-F TACTTCCAATCCAATTTAATGCGCTACCTTGGAGTAAACCTGTTCG

ATG 

Non KI-TgSTART 

KI-TgSTART-R TCCTCCACTTCCAATTTTAGCCCCAAATCGCTTTTCAATATGCTC Non KI-TgSTART 

TgSTART-gARN-F GCATCAGTCCTCTCCACACCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC Non Mutagénèse 

SAG1-R AACTTGACATCCCCATTTAC Non Mutagénèse 

TgSTART-AID-F ATCAAAGAGCATATTGAAAAGCGATTTGGGGCTAGCAAGGGCTCG

GGC 

Non KD-TgSTART 

TgSTART-AID-R TCTGTGAAGTTGGGAGTTGTGTCATGTTTAATACGACTCACTATAG

GG 

Non KD-TgSTART 

M13-R ACAGGAAACAGCTATGAC Non Séquençage de ARN guide 

TgSTART-PCR1-2_Fo  GGTAGGATACCTACAGCCAAGT Non Intégration de TgSTART-

AID 

TgSTART-PCR1-Rev CACCCTTGCGATATAAAGTCCT 

 

Non Intégration de TgSTART-

AID 

AID-PCR2-Rev   GGGTCGAGCCCGAGCCCT Non Intégration de TgSTART-

AID 
 

Tableau IV : Liste des plasmides et enzymes restrictions utilisées 

 

Noms des plasmides Enzymes de restriction  

pDTS4-iKO-HA-TgREMIND ApaI 

pUPRT-TgREMIND-Flag  EcoRV 

pUPRT-F-BAR-Flag EcoRV 

pUPRT-REMIND-Flag EcoRV 

pLIC-HA-DHFR-TgSTART BstBI 
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pGEX-TgREMIND BamHI / NCOI 

pGEX-F-BAR BamHI / NCOI 

pGEX-REMIND BamHI / NCOI 

 

Tableau V : Liste des anticorps utilisés 

Noms d’anticorps Espèces Dilution (IF) Dilution (blot) Sources 

Anti TgREMIND Souris 1/500 1/500 Tomavo Lab  

Anti TgSORT Rat 1/500 1/1000 Tomavo Lab 

Anti HA Rat 1/250 1/1000 Cell Signaling 

Anti HA Lapin 1/250 1/1000 Cell Signaling 

Anti Flag Lapin 1/1000 1/1000 Cell Signaling 

Anti ROP1 Souris 1/500 1/1000 Dubremetz Lab 

Anti ROP4 Lapin 1/500 1/1000 Dubremetz Lab 

Anti ROP5 Lapin 1/1000 1/1000 Dubremetz Lab 

Anti ROP7 Lapin 1/500 1/1000 Dubremetz Lab 

Anti GRA1 Souris 1/500 1/1000 Dubremetz Lab 

Anti GRA3  Lapin 1/500 1/1000 Dubremetz Lab 

Anti GRA5 Souris 1/500 1/1000 Dubremetz Lab 

Anti MIC2 Souris 1/500 1/1000 Carruthers Lab 

Anti MIC5 Rat ou Lapin 1/500 1/1000 Carruthers Lab 
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Anti M2AP Rat ou Lapin 1/500 1/1000 Carruthers lab 

Pro-M2AP Lapin 1/500 - Carruthers lab 

Pro-ROP4 Lapin 1/500 - Carruthers lab 

Anti SAG1 Souris 1/200 - Dubremetz Lab 
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Partie 3 : Résultats, Discussion, Conclusion et Perspectives 

RESULTATS 

I- TgREMIND, fixateur des phosphoinositides est essentielle pour la sécrétion des 

organites chez Toxoplasma gondii et à l'infection de la cellule hôte 

Les parasites Apicomplexa renferment plusieurs milliers gènes codant des protéines dont 

les fonctions biologiques ne sont pas encore étudiées. Ces protéines sont appelées des protéines 

hypothétiques. Chez T.  gondii, la protéine hypothétique 25 (HP25) a été identifiée à partir de 

la co-immunoprécipitation de la protéine TgVPS35 (Sangaré et al., 2016). La protéine HP25 a 

été nommée TgREMIND en raison des fonctions de ses différents domaines qui sont aussi 

présents chez d’autres organismes tels que les ciliés à partir desquels sont issus les 

Apicomplexa. L’extrémité N-Terminale de la protéine TgREMIND correspond au domaine F-

BAR alors que l’extrémité C-Terminale dont la fonction est inconnue mais que nous avons 

nommée REMIND (Regulator of Membrane Interacting Domain). En effet, le domaine 

REMIND est similaire au SET-Binding Factor 2 (SBF2)  de certaines protéines humaines et qui 

interagit de façon spécifique avec les protéines Rabs tout en fonctionnant comme un facteur 

d’échange du nucléotide guanine (Yoshimura et al., 2010). Le domaine F-BAR est connu pour 

son interaction avec la membrane en se liant au phospholipides tels que les PIP2 et la 

phosphatidylsérine  (Daumke et al., 2014) ; (Suetsugu et al., 2014) pour induit la courbure 

membranaire (Habermann Bianca, 2004) ; (Stanishneva-Konovalova et al., 2015). F-BAR est 

également connu pour interagir avec les petites protéines G (GTPases) en induisant la formation 

des vésicules (Habermann Bianca, 2004). 

TgREMIND a été identifiée par coimmunoprécipitation de  TgVPS35,  qui tout comme 

TgSORT est impliquée dans la biogenèse des rhoptries, micronèmes et granules denses chez T. 

gondii (Sloves et al., 2012) ; (Sangaré et al., 2016). Ainsi, au cours de mes travaux de recherche, 

il a été question de vérifier si la protéine TgREMIND est aussi impliquée dans la biogénèse des 

organites sécrétoires spécifiques chez le parasite T. gondii. Nous avons dans un premier temps 

utilisé la microscopie confocale pour montrer que TgREMIND est localisée dans les 

compartiments golgiens et post-golgien et est aussi présente au niveau d’un compartiment 

apparenté aux endosomes des eucaryotes supérieurs et appelé « Endosome-Like Compartement 

» (ELC) chez T. gondii. A partir de la génétique inverse et les microscopies confocale et 

électronique, les phénotypes du mutant iKO-TgREMIND sont exclusivement observés sur les 

organites sécrétoires spécifiques à savoir les granules denses et les rhoptries ainsi que leurs 

protéines GRAs et ROPs associées respectivement. En effet, nous avons observé la disparition 
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des granules denses en absence de la protéine TgREMIND chez le mutant, ce qui est lié à la 

perturbation de sécrétion des protéines des granules denses observée en microscopie confocale. 

De même en microscopie électronique, nous avons constaté un changement de la morphologie 

des rhoptries, ce qui a affecté la sécrétion des protéines des rhoptries chez le mutant iKO-

TgREMIND. Par ailleurs nous avons aussi observé une incapacité des parasites mutant à se 

déplacer par « gliding » en absence de la protéine TgREMIND, ce qui est dû au défaut de la 

sécrétion des protéines. L’incapacité des parasites à mouvoir par glissement s’est traduit par le 

blocage des séries multiples d’invasion et de sortie des parasites de la lyse des cellules HFF que 

nous avons également observé dans en absence de TgREMIND dans le mutant. La protéine 

TgREMIND interagit avec plusieurs phosphatidylinositols nécessaires pour l’exocytose des 

protéines ainsi qu’à la formation des vésicules indispensables au trafic des protéines vers les 

organites spécifiques dont dépend l’invasion de la cellule hôte par T. gondii. Enfin, l’étude de 

la protéine TgREMIND nous a permis d’élucider le mécanisme à travers lequel TgREMIND 

est impliquée dans la régulation des fonctions des ROPs et des GRAs chez T. gondii et donc 

indispensable à la biogénèse des organites sécrétoires spécifiques puis précisément les rhoptries 

et les granules denses chez T. gondii. Ces travaux ont conduit à un manuscript déposé sur la 

plateforme BioRxiv.  
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Abstract 

Apicomplexan parasites harbor specialized lineage-specific secretory organelles 

(rhoptries, micronemes and dense granules), which have crucial functions in host 

infection. Here, we show that TgREMIND, a Toxoplasma gondii protein containing a 

membrane inositol phospholipid interacting domain is required for the proper function 

of rhoptries and denses granules. TgREMIND is cytoplasmic localized protein that 

partially colocalized to rhoptries and denses granules of the parasites. The N-terminus 

of TgREMIND contains a Fes/CIP4 homology-Bin/Amphiphysin/Rvs (F-BAR) domain 

known to form dimerization modules that promote cell membrane bending. The C-

terminus of the protein is a new uncharacterized and named REMIND for regulator of 

membrane interacting domain. The presence of these two domains is necessary for 

binding to PIP2 lipid species. Conditional ablation of TgREMIND results in the absence 

of dense granules and abnormal transparent rhoptries, leading to a severe reduction 

of protein secreted by these crucial secretory organelles. The lack of TgREMIND 

inhibits parasite motility, host cell invasion and parasite dissemination. Thus, 

TgREMIND is essential for the functions of key secretory organelles required for 

infection by Toxoplasma. 
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INTRODUCTION 

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular eukaryotic parasite of phylum 

Apicomplexa, which also includes the deadly human pathogen such as Plasmodium 

falciparum, the causative agent of malaria. Other life-threatening apicomplexan 

parasites are Eimeria, a major pathogen of poultry; Theileria, responsible for cattle 

theileriosis; and Cryptosporidium, which causes a serious gastrointestinal disease. 

Toxoplasmosis is principally dangerous to fetuses of primo-infected pregnant women 

and individuals with compromised immune systems. Infection by T. gondii is life-long 

and currently incurable, leaving the 2 billion chronically infected people worldwide 

susceptible to reactivated disease, including severe ocular disorders and vision loss. 

Therefore, a better understanding of the cell biology and fundamental features of 

infection is key to uncovering new therapeutic strategies against T. gondii. Like other 

apicomplexan parasites, T. gondii after entry inside the host cell, establishes its 

replication permissive niche named the parasitophorous vacuole (PV) that is 

demarcated from the host cytoplasm by the parasitophorous vacuole membrane 

(PVM) (Wang et al., 2020). To succesfully invades and develop inside the host cell, 

apicomplexan parasites possess unique morphological features that constitute the 

hallmark of the phylum (Morrissette and Sibley, 2002; Gubbels and Duraisingh, 2012; 

Tagoe et al., 2021). Among these features, the most remarkable is the presence of an 

apical complex composed of polar ring, conoid and lineage-specific secretory 

organelles named rhoptries and micronemes. During invasion, micronemes firstly 

release their contents that are required for motility, host cell attachment and egress 

(Huynh et al., 2003; Kafsack et al. 2009; Dubois and Soldati-Favre, 2019). Microneme 

(MIC) proteins (adhesins and escorters) form complexes that link host cell receptors to 

the glideosome (Opitz and Soldati, 2002). These MIC complexes are translocated 

backwards before their subsequent proteolysis that is essential for cell invasion 

progression by enabling parasite migration into host cells ( Huynh et al., 2003; Brydges 

et al., 2006; Harper et al., 2006). Upon contact with the target cell to invade, the 

parasite injects directly rhoptry neck proteins (RON) residing closest to the site of 

ejection to establish the moving junction through association with microneme proteins, 

and these RON-MIC complexes are critical to efficient invasion (Alexander et al., 2005; 

Lamarque et al., 2011). The rhoptry bulb proteins (ROP) are released in the same 

secretion event to secure parasite intracellular development, survival and also 

subversion of other host functions such as the control of nuclear transcritpion and 

immune responses (Bradley and Sibley, 2007; Bootrhoyd and Dubremetz, 2008). 

Among these proteins, ROP18 phosphorylates and inactivates a family of host 

immunity related GTPases (IRGs), preserving the parasite from lysis (Tayler et al., 

2006; Fentress et al., 2010; Fentress and Sibley, 2011). ROP16 interferes with signal 

transduction in the host nucleus through phosphorylation of the activator STAT3/6 ( 

Saeij JP et al., 2007; Butcher et al., 2011). Dense granule proteins (GRA) are lastly 

secreted after PVM formation into the PV lumen from where they traffic to the PVM 

and host cell cytoplasm and even to the nucleus (Hakimi et al., 2017; Griffith et al., 

2022). GRA proteins are involved in several functions from transfer of small molecules 

between host cells and PV (Gold et al., 2015; Wang et al., 2020), interference with host 

cell signaling (Nadipuram et al., 2016), manipulation of host cell immune response 

(Braun et al., 2013) and even parasite egress (LaFavers et al., 2017). Despite the key 
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roles that define these rhoptries, micronemes and dense granules as the pillars of the 

parasite survival, the underlying mechanisms involved in their biogenesis and 

maintenance throughout the cycle of parasite replication remain incompletely 

understood. The secretory organelles are synthesized de novo during the replication 

and budding of the daughter parasites formed within the mother. Except for GRA 

proteins, ROP and MIC proteins trafficking to rhoptries and micronemes are gouverned 

by protein enzymatic cleavage and processing of N-terminus prodomain peptides, 

leading to maturation and sorting through the secretory pathway and the endosomal-

like compartment (ELC) when these organelles are de novo formed (Tomavo et al., 

2013). Transport of ROP and MIC proteins and their proteolytic maturation before 

reaching their destined organelles depends of appropriate timing of expression, which 

suggests that their intracellular trafficking is directly associated to secretory organelle 

biogenesis (Ngo et al., 2003, Harper et al., 2006). However, little is known about how 

the supply of these secretory organelles with the parasite-specific factors are 

differentially sorted and transported at a timely coordinated and regulated fashion. We 

described that the formation of these vital secretory organelles of the parasite depends 

on the presence of Toxoplasma gondii Sortilin-like receptor TgSORTLR, also TgSORT 

(Sloves et al. 2012; Honfozo et al., 2023). TgSORT is a type I transmembrane cargo 

transporter located in the post-Golgi and endosome related compartments (Sloves et 

al., 2012). The luminal ectodomain situated at the N-terminus of the receptor binds 

ROP and MIC proteins while the cytosolic tail binds to the complex retromer composed 

of TgVps35-TgVps26-TgVps29 to recruits partners to enable anterograde and 

retrograde receptor transport (Sangaré et al. 2016), in a manner similar to sortilins of 

humans (Nielsen et al., 2001). Both TgSORTLR and TgVsp35 are crucial for the 

biogenesis of secretory organelles because in their absence not only transport and 

maturation of ROP and MIC proteins are impaired but all three secretory organelles 

(rhoptries, micronemes and dense granules) are no more formed by the conditional T. 

gondii mutants (Sloves et al., 2012, Sangare et al., 2015). These observations reveal 

a severe inhibition of trafficking of both proteins and lipids that are required for the 

biogenesis of key secretory organelles, which are indispensable for parasite motility 

and host cell invasion. Here, we now describe a new parasite-specific protein 

TgREMIND, which can drive membrane bending, deformation and vesicle budding 

through interactions with inositol phospholipids. TgREMIND contains a highly 

conserved Fer-CIP4 homology-BAR (F-BAR) domain at the N-terminus and a novel 

yet uncharacterized REMIND for regulator of membrane interacting domain at the C-

terminus, which is present in Alveolata and Oomycetes species, but also associated 

with other different functional domains in proteins of mammalian cells. The presence 

of both F-BAR and REMIND domains in this protein, which therefore named 

TgREMIND, are necessary for efficient binding to PIP2 lipid species. Conditional 

ablation demonstrates that the mutants devoid of TgREMIND replicate normally inside 

the host cell but loss dense granules and typical opaque crescent shape rhoptries, 

leading to the absence of secreted GRA and ROP proteins in the membrane of the 

parasitophorous vacuole (PVM). The lack of TgREMIND protein in these mutants led 

subsequently to inhibition of parasite motility and host invasion. Our findings illustrate 

a key role of TgREMIND, a lipid binding protein in formation and functions of secretory 

organelles that are required for host infection and parasite dissemination.  
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RESULTS 

Identification of Molecular Features that Are Associated with Biological 

Functions of TgREMIND 

We previously reported that the anterograde and retrograde transport driven by 
TgSORT, a homologue of mammalian sortilin, associated with TgVsp35-retromer as a 
functional complex located in the endosomal-like compartment is key for the 
biogenesis of rhoptries, micronemes and denses granules (Sloves et al., 2012; 
Sangare et al., 2015). Mutants lacking either TgSORT or TgVsp35 are unable to form 
these secretory organelles, thus suggesting that the trafficking of proteins and lipids 
necessary to build these organelles is impaired. In the quest to identify parasite’s 
proteins that could interact with lipids and deform membranes, and create vesicles 
containing proteins/lipids destined to these secretory organelles, we extensively used 
computational analyses to discover TgREMIND, a new T. gondii regulator containing 
a membrane interacting domain. Initially named hypothetical protein HP25 (accession 
number in www.toxodb.org:TGGT1_259720), TgREMIND has been identified among 
more than fourty hypothetical proteins with unknown functions but they were pulled 
down by co-immunoprecititation as partners of TgVps35-HA using anti-HA followed by 
label-free quantitative mass spectrometry. Analysis of HP25 (TgREMIND) protein 
indicated that it is made of two foldable domains, separated by a large disordered 
region (Figure S1A). The sequence of the first foldable domain (aa 79-369) shares 
significant similarities with F-BAR domains of known 3D structures (HH-PRED E-value 
8.1e-28, 9.5e-27 and 1.3e-25 with tyrosine-protein kinase Fes/Fps (pdb 4DYL), formin-
binding protein 1 (pdb 2EFL) septation protein Imp2 (pdb 5C1F) F-BAR domains, 
respectively). This first domain matches the F-BAR (FES-CIP4 Homology and 
Bin/Amphiphysin/Rvs) domain of FCH domain Only 2 protein (F-BAR_FCHO2) profile 
of the Conserved Domain Database (cd07673, HH-PRED E-value 1.9e-31). We found 
this F-BAR domain in several homologues of TgREMIND that were also present in 
different apicomplexan parasites (Figure S2). The second foldable domain (507-825), 
which we named REMIND, does not share obvious similarity with sequences of known 
3D structures, but its middle part (aa 588-749) matches the Pfam SET binding factor 2 
(SBF2) profile (PF12335.11, HH-PRED E-value 3.4e-24). Searching the UniProt 
reference proteomes using PSI-BLAST led to identify significant sequence similarities 
between the sequences of the REMIND C-terminal region and proteins from Alveolata 
and Oomycetes species, where it is associated with an N-terminal F-BAR domain 
(Figures 1A and S3). The REMIND C-terminal region was also detected in other 
eukaryotic proteins, associated with other domain architectures, such as TBC (Tre-2, 
BUB2p, and Cdc16p) domains that are characteristic of Rab GAPs. It is also linked to 
the upstream u-DENN (differentially expressed in normal and neoplastic cells), core c-
DENN and downstream d-DENN domains (characteristic of Rab GEFs) in human 
MADD as well in human MTMR5 and MTMR13, both members of the myotubularin-
related protein family (Figures 1A and S3).  
 
TgREMIND Resides in the Cytoplasm of T. gondii and Partially Colocalizes with 

ROP and GRA proteins 

We fused the amino acid (aa1 to aa976) of full-length protein of TgREMIND or those 

encompassing the F-BAR (aa1 to aa386) and REMIND (aa387 to aa976) domains, 

respectively to GST for expression in E. coli. Purified recombinant proteins were used 

to produce specific mouse polyclonal antibodies. All three anti-TgREMIND, anti-F-BAR 

http://www.toxodb.org:TGGT1_259720
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and anti-REMIND polyclonal antiboides recognized a single band of 140 kDa (Figure 

S4A). We demonstrate that this 140-kDa protein is exclusively expressed in the 

parasites as no signal was observed in the total protein extract of uninfected human 

fibroblasts (HFF) (Figure 1B). However, this protein size is higher than the predicted 

molecular mass of TgREMIND (TGGT1_259720, see www.toxodb.org), which is 

estimated at 100 kDa. We have also chromosomally appended an encoded c-Myc to 

TgREMIND protein using knock-in strategy, which ensures steady-state levels of 

epitope-tagged protein expression via homologous promoters (Huynh and Carruthers, 

2009, Sangare et al., 2015). Again, a band of 140 kDa was recognized by the anti-

cMyc antibodies (Figure S4B). We conclude that TgREMIND migrates as a 140 kDa in 

SDS-PAGE under our experimental conditions. This difference in molecular size could 

be due either to chemical nature and behaviour of the amino acids of TgREMIND or to 

the presence of series of a stretch of several 3 and 5 residues of amino acid serine at 

the C-terminus of the protein (Figure S1B), suggesting multiple possibilities of 

phosphorylation and/or O-GlcNAc acylation. We have not further investigated these 

aspects of post-translational modifications that are beyond the focus of the present 

study. Confocal imaging of intracellular parasites stained with purified anti-TgREMIND 

(Figure 1C) and anti-cMyc (Figure S4C) revealed labelling of the cytoplasm of T gondii 

with a stronger signal at the apical region above the nucleus. This florescence appears 

to be in the close vicinity to TgSORT, TgVps35 and proROP4 (Figure S4C). Based on 

the location of different subcellular compartments and organelles of T. gondii drawn by 

the schematic representation shown in Figure 1D, TgREMIND was shown to partially 

codistributes with ROP1 and ROP5 protein (Figure 1E and 1F), with a strongest 

codistibution with ROP7 (Figure S4D). Quantification of these confocal images showed 

that 15 ± 3% of rhoptry ROP1 and 20 ± 5% of ROP5 protein codistributes, respectively 

with TgREMIND (Figure 1I). In addition, we found that 17 ± 3% of the dense granule 

GRA5 also partially colocalizes with TgREMIND (Figure 1G and 1I). In contrast, no 

colocalization was observed between microneme MA2P protein and TgREMIND 

(Figure 1H and 1I). Together with the presence of F-BAR domain in TgREMIND, these 

data suggest a close vicintiy and binding of the protein to different membrane 

compartments of the cytoplasm of the parasites. 

TgREMIND Interacts with Cellular Membrane Components and Secretory 

Organelles  

To corroborate the observed location of TgREMIND with biochemical properties, we 

lysed extracellular parasites with PBS alone or PBS containing either detergent or 

other chaotropic agents, and separated proteins that are insoluble (P) from the soluble 

(S) fractions. Under these cell fractionation conditions, TgREMIND is insoluble in PBS 

alone and PBS containing 0.5M NaCl while the protein is partially soluble by detergent 

extraction (2% TritonX-100) and can be much more extracted by sodium carbonate 

(Na2C03) (Figure 1J). In contrast, the positive control, membrane glycosyl-phospholipid 

anchored Surface Antigen 1 (GPI-SAG1) was more significantly extracted the 

detergent (Triton X-100) while the cytosolic glycolytic enzyme glucose-6 phosphate 

isomerase (G6-PI) was already soluble by PBS, as expected (Figure 1J). As sodium 

carbonate extraction is known a canonical way to distinguish integral membrane 

proteins from other hydrophobic moderately membrane‐associated proteins (Kim et al. 

http://www.toxodb.org/


 

79 
 

2015), these data indicate that a significant amount of TgREMIND binds to subcellular 

membranes that are present in the cytoplasm of T. gondii. Using other subcellular 

markers of T. gondii, we observed a close vicinity even fewer colocalization signal for 

post-Golgi (ERD-GFP and GalNAcT), late endosomal-like compartment such as 

Rab5A-HA and Rab7-HA (Figure 1K). However, while no codistribution was found with 

the ER (HDEL-GFP), Golgi (GRASP-GFP) and dynamin-related compartment (DrpB-

GFP), suggesting that TgREMIND is present simultaneously in distinct subcellular 

compartments of the cytoplasm of the parasite (Figure 1K). 

To gain more insights into the nature and location of cellular membrane proteins 

interacting with TgREMIND, we decided to pull down its partners using the purified 

recombinant GST-full length TgREMIND, GST-F-BAR and GST-REMIND proteins, 

which were separately incubated with total protein extract prepared using Triton-X 100 

lysis of extracellular purified parasites followed by mass spectrometry analyses. These 

experiments were independently performed at least twice to three times and 

comparative analyses shown as Venn diagram indicates that all three or two baits 

share 118 proteins (52%) of total 224 proteins pulled down whereas GST-REMIND, 

GST-TgREMIND and GST-F-BAR separately pulled down 19 (8%), 28 (12%) and 59 

(26%) and proteins, respectively (Figure S5A). Interestingly, we identified numerous 

proteins, which were categorized as follows in Table S1: A) Fifty five factors involved 

in lipid/protein trafficking and biogenesis of vesicules and organelles such as Clathrin 

components, RAB5, TgSORT, TgVps35, β-COP, COP1, Coatomer protein complex, 

Endoplasmic reticulum lumen protein retaining receptor (ERD2 ) family protein, ENTH 

domain-containing protein, N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein, 

Phosphatidylinositol 3- and 4-kinase, Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, 

Putative protein yipf5, Syntaxin 5 and 6, Sec7, Sec23/Sec24, Sec61, START domain 

containing protein, TBC1 domain family member 20 (Ypt/Rab-GAP domain of gyp1p); 

B) Twelve rhoptry (ROP) proteins, C) Twelve dense granule (GRA) proteins; D) Four 

microneme (MIC) proteins; E) Twenty six cytoskeleton and microtubule components 

(actin, myosins, tubulins and others); F) Sixty five hypothetical (HP) proteins including 

12 transmembrane proteins. This functional classification of all proteins identified by 

mass spectrometry revealed that some of the interactors played roles in membrane 

trafic of vesicle membrane from ER to Golgi apparatus, recycling from ELC to post-

Golgi, organelle biogenesis and cell motility in addition to regulators of membrane 

lipids, transporter/exchangers of membrane lipids and other trafficking vesicle 

formation (Table S1). These findings are also consistent with the fact that TgREMIND 

(TgHP25) was identified by co-immunoprecipitation of TgVsp35, an essential retromer 

component involved in the retrograde recycling of TgSORT, the key receptor that is 

crucial for the transport ROP and MIC proteins during the biogenesis of rhoptries and 

micronemes (Sloves et al., 2012). Indeed, numerous rhoptries and dense granule 

proteins were also identified by mass spectrometry analysis whereas only few 

microneme proteins were detected (Table S1). Altogether, these data are in a good 

agreement with the colocalization observed between TgREMIND with ROP and GRA 

proteins while no codistribution was noticed with microneme MIC proteins (Figures 1E, 

1F, 1G and 4SD versus K). We conclude that TgREMIND with its membrane lipd 

interacting and regulator F-BAR and REMIND domains may be involved in the 

trafficking of vesicle biogenesis involved in the formation of rhoptries and dense 

granules. 
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TgREMIND Silencing Abrogates Secretion of ROP and GRA Proteins 

To decipher the biological roles of TgREMIND, we conditionally knockou-out its 
corresponding gene using the strategy depicted in Figure 2A. We selected two positive 
knockout clones, which showed a perfect knock-out of endogenous target gene by the 
plasmid as demonstrated by PCR (Figure 2B). Upon anhydrotetracyline (ATC) 
treatment, we subsequently observed the disappearance of TgREMIND protein in the 
two knockout clones (iKO1 and iKO2) by Western blots using anti-HA antibodies 
(Figure 2C) and the specific mouse anti-TgREMIND antibodies (Figure 2D). We 
decided to further pursue our investigations with the clone iKO2 mutants, which clearly 
showed a total absence of the protein after 48 hours under ATC pressure. We used 
confocal microscopy to demonstrate that TgREMIND protein is no longer expressed in 
the cytoplasm of this mutant after ATc treatment (Figure 2E). To ascertain bona fide 
the phenotypic consequences that stem from the inducible targeted of TgREMIND 
gene ablation, we complemented this mutant with the full-length Flag-tagged-
TgREMIND (Figure 2F and 2G, see Comp-iKO2), which was introduced in the uracil 
phosphoryl transferase (UPRT) locus, as this gene is known to be non-essentiel for 
parasite survival (Fox and Bzik, 2002). We showed that this mutant was perfectly 
complemented as both HA-TgREMIND and TgREMIND-FLAG were simultaneously 
expressed in the absence of ATc (Figure 2 Merge F+G, see yellow band) and only 
TgREMIND-Flag protein was present under ATc pressure (Figure 2 Merge F+G, see 
red band). Under ATc pressure, TgREMIND deficiency strikingly revealed the complete 
absence of all five and distinct dense granule proteins (GRA1, GRA2, GRA3, GRA4 
and GRA5 in the membrane of parasitophorous vacuole membrane (PVM) of the 
intracellular mutants (Figure 3A, right images) as compared to obvious decoration of 
the PVM by these GRA proteins when these mutants were intracellularly grown in the 
absence of ATc (Figure 3A, left images). Furthermore, we also observed a severe 
reduction even a complete absence of a major rhoptry ROP1 protein in the PVM of 
these mutants (Figure 3B, left top and middle images) while ATc-untreated displayed 
an abundant staining of the PVM by ROP1 (Figure 3B, left top and middle images). 
Complentation of the iKO-TgREMIND mutants that allows us to obtain Comp-
iKOTgREMIND_Flag parasite lines (previously named Comp-iKO2 in Figures 2F-2H) 
fully restored the secretion of both GRA and ROP proteins into the PVM in the 
presence of ATc (Figure 3C). Biochemical approaches have been used to show that 
depletion of TgREMIND after 48 hours of ATc pressure led to reduction of secretion of 
GRA1 protein from extracellular mutants that were incubated with propranolol (Bullen 
et al., 2016), known to trigger release of GRA proteins in the extracellular medium 
(Figure 4A). We estimated that only 30% of GRA1 protein were recovered in the 
propranolol medium compared to ATc-untreated mutants (Figure 4B). In contrast, there 
was no difference observed in microneme MIC9 protein regardless of ATc treatment 
or not followed by propranolol (Figure 4C). We confirmed that the apical fluorescence 
pattern of three other microneme M2AP, MIC2, MIC5 was unchanged in ATc-depleted 
TgREMIND mutants (Figure 4D, right panels) in a manner similar to ATc-untreated 
mutants (Figure 4D, left panels). Confocal imaging showed that all other intracellular 
organelles (drawn in Figure 1E) such as the apicoplast (API), the mitochondrion 
(HSP60), CPL-containin organelle (known to be involved in maturation of MIC proteins, 
the inner membrane complex (IMC), the centriol (CEN) and plasma membrane (SAG1) 
were not affected by the depletion of TgREMIND protein in these mutants. Taken 
together, these data indicate that the suppresive effects on protein secretion into the 
parasitophorous vacuole membrane are only restricted and specific to dense granules 
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and rhoptries. Moreower, TgREMIND is a key regulator in the secretory activities of 
dense granules and rhoptries while its presence is not required for secretion of 
micronemes. 
 
TgREMIND Is Essential for Organelle biogenesis in T. gondii  

By analyzing a significant number of different vacuoles containing between 16 to 32 

parasites, we found that the vast majority of TgREMIND-depleted mutants were devoid 

of dense granules as those shown in Figure 5C and 5D. As expected, ATc-untreated 

iKO-TgREMIND parasites for the same laps of time contains the typical dense granules 

(Figure 5B, white stars), thus suggesting that the depletion of TgREMIND clearly 

impacted the formation of morphologically identified electron dense granules. These 

data also confirmed the absence of GRA proteins secreted in the PVM of intracellular 

iKO-TgREMIND mutants as shown by confocal microscopy using five distinct anti- 

GRA antibodies (Figure 3A). In addition, we found that the electron-dense club-shaped 

rhoptries, which were present in the TgREMIND-depleted parasites, however, 

appeared with an uniformely translucent lumen (Figure 5C, marked Rh) whereas the 

ATc-untreated iKO-TgREMIND parasites showed a lumen with electron-dense 

material in both their neck and bulb subcompartment (Figure 1A and 1B). These 

ultrastructural data also confirmed the equal presence of the flattened microneme 

organelles (marked Mn) in the apical end of both iKO-TgREMIND-deficient mutants 

and TgREMIND-expressing parasites (Figure 5A, 5B and 5C). Thus, these data clearly 

indicate that the absence of TgREMIND protein has no effect on microneme formation 

and secretion. We also obseved the presence of numerous round and flattened of 

unknown vesicules in the lumen of parasitophorous vacuole (PV) of TgREMIND-

depleted parasites as compared to ATc-untreated iKO-TgREMIND parasites, which 

contained none of these vesicules (Figure 5D, black arrows). By screening numerous 

mutants and parental parasites, no morphological difference was seen for the conoid, 

Golgi apparatus (maked G), the endoplasmic reticulum (ER), the inner membrane 

complex (IMC), the plasma membrane and mitochondrion, as also indicated by the 

confocal imaging using specific antibodies for these classical organelles or 

compartments. Importantly, complementation of the iKOTgREMIND mutants rescued 

the presence of normal banana-electron dense rhotpries and also dense granules that 

were again detected in these mutants even under the pressure of ATc (Figure 5E and 

5F). 

Cross-talk between TgREMIND and the trafficking regulator TgSORT-TgVps35 

retromer complex in T. gondii 

As TgREMIND has been coimmunoprecipitated with TgVPS35-HA protein, we asked 

the question of whether the molecular basis of its action is related to those of the 

TgSORT and Tgvps35-retromer complex that were shown to be essential for the 

transport of ROP and MIC and formation of rhoptries and micronemes (Sloves et al., 

2012, Sangare et al., 2015). It is worth noting that the biogenesis of dense granules 

was only affected in T. gondii mutants lacking TgVps35 (Sangare et al., 2015). It has 

been demonstrated that proteolytic maturation of microneme and rhoptry proteins 

occurs during their transport in endosome-like compartments where TgSORT and 

TgVps35-retromer complex also traffic through anterograde and retrograde pathways, 
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respectively (Harper et al., 2006; Sangare et al., 2015; Sakura et al., 2016). To 

investigate whether TgREMIND play any role in ROP and MIC maturation when they 

are routed in ELC, we performed a comparative immunoblots using total protein 

extracts from iKO-TgREMIND, TgSORT and TgVps35 parasites, respectively. We 

found no difference in proprotein processing and maturation of ROP and MIC proteins 

in TgREMIND-depleted parasites by ATc treatment compared to ATc-untreated 

TgREMIND parasites (Figure 5G, white star), suggestting that the absence of the 

protein have no impact in the maturation process of the proteins destined to these 

organelles. Otherwise, TgREMIND functions occurs upstream of the endosomal-like 

compartment. In constrast, we confirmed that ROP and MIC proteins were not 

processed to maturation when iKO-TgSORT and TgVps35 were used under the same 

experimental conditions, leading to a increased levels of proROP1and proMA2P 

proteins in mutants under ATc pressure versus ATc-untreated mutants (Figures 5H 

and S5B, see white stars). In contrast, we observed that level of TgREMIND protein 

increased more than 3-fold in ATc-treated iKO-TgVps35 parasites compared to 

untreated mutants (Figures 5H and 5I) whereas no changes was seen in TgSORT 

protein level when iKO-TgREMIND parasites were analyzed (Figures 5G and 5J). The 

increased level of TgREMIND protein was also observed in ATc-treated iKO-TgSORT 

parasites (Figure S5B, see yellow stars). To assess that the increased level of 

TgREMIND protein observed in the total extract proteins used for immunobloting 

reflected a genuine phenomenon, we created transgenic parasite line using the iKO-

TgSORT parasites that were used to introduce the c-Myc tagged TgVsp35 using 

knock-in strategy as described above. Figure 5K showed the expression of cMyc-

TgVps35 protein in the genetic background of the iKO-TgSORT parasites, which are 

devoid of TgSORT protein under ATc pressure, as expected (also see immunoblots in 

Figures 5M versus 5L). Coimmunprecipation of cMyc-TgVsp35 used as bait was 

performed with total extract of these new knock-in strain followed by semi-quantitative 

mass spectromery to confirm that TgREMIND protein coimmunopreciptated by anti-

cMyc antibodies accumulated at least 3-fold level under ATc treatment versus 

untreated parasites (Figure 5N). These data provide evidence that TgVsp35 is likely a 

cytosolic partner of TgREMIND and in the absence of either TgVps35 protein or 

TgSORT protein, TgREMIND was weakly used by the parasites to perform organelle 

biogenesis, therefore its turn-over may be affected. Moreover, we found that in the 

absence of either TgVps35 protein (Figure 5P) or TgSORT (Figure S5C, right panel), 

TgREMIND was more dispersed in the cytoplasm of the parasite with the loss of the 

concentrated signal of the protein on the top of the nucleus, a subcellular region where 

it colocalizes with rhoptries and dense granules. In constrast, without ATc treatment, 

the signal of cMycTgVps35 partially coclocalizes with TgREMIND, indicating an 

amount of TgREMIND protein may be in close vicinity to cMycTgVps35, and it may 

decorate the same vesicles occupied by cMycTgVps35 (Figure 5O). As expected, 

TgSORT was also partially codistributed with TgREMIND in a manner similar to 

TgVsp35 (Figure 5C, left panels). In addition, we used Spinning Disc Confocal 

Microscopy coupled to Live SR module to show that fluorescence signals of TgSORT 

partially intersected those of TgREMIND, suggesting a cross-talk between TgSORT-

TgVps35 retromer complex and TgREMIND at the endosomal-like compartment 

(Video S1). Interestingly, this spinning disk confocal imaging with a better resolution 

revealed clearly cytoplasmic vesicles that moved from ER to the TGN/ELC before 
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trafficking to the apical end where rhoptries and micronemes are located (Video S1). 

Thus, we conclude that a functional cooperation between TgREMIND and TgSORT-

TVps35 retromer complex may regulate the formation of vesicles whose contents are 

important for biogenesis of rhoptries and dense granules whereas microneme 

formation occurs likely through an independent mechanistic pathway.  

Both F-BAR and REMIND Domains of TgREMIND Are Required for Binding to 

Inositol Phospholipids and Secretory Organelle Functions 

To further examine the molecular basis of TgREMIND functions in T. gondii, we 
decided to analyze the structural features of the F-BAR and REMIND domains, as 
provided by the AlphaFold2 (Jumper et al., 2021) 3D model of the entire TgREMIND 
protein (AF-S7W754). The F-BAR domain, which is predicted with very high 
confidence (blue color in Figure 6A), contains three long kinked α-helices that form a 
well-packed, crescent-shaped, symmetrical, six-helix bundle, side-by-side antiparallel 
homodimer. The REMIND domain is also predicted with very high (blue) to high (cyan) 
confidence. Searching for similarities with known 3D structure did not highlight strict 
structural homologs but indicated that the REMIND domains folds as a super-helix of 
consecutive helices (as found for instance in ENTH domains (pdb 5WF2) and includes 
in the loops three small beta-strands (S1 to S3) forming a short, external sheet. The 
secondary structures of the REMIND domain are rainbow colored from the N-terminus 
to the C-terminus of the domain in Figure 6B. Interestingly, the REMIND domain 
appears to be made of two lobes, the C-terminal one (starting at strand S7) 
corresponding to REMIND C-terminal region described before and showing the highest 
sequence conservation across the whole family (Figure S3). In addition, we illustrated 
the predicted AlpaFold2 models of representative members of the REMIND family 
(Figure S6). The REMIND C-terminal lobe (magenta) is separated for the REMIND N-
terminal subdomain (light pink) by a sequence of variable length (N-C linker) that is 
visible as extended coils (orange) and this corresponds to disordered segments. 
Hence, we discovered such a very large disordered segment that links the REMIND 
N-terminal (aa 935-1050) and C-terminal (aa 1277-1423) lobes in the human MADD 
(Figure S6). This disordered linker also exists in TgREMIND protein, albeit shorter (aa 
698-712). The comparison of AlphaFold2 models of REMIND domains, combined with 
the analysis of the multiple sequence alignment (Figure S3) also indicated that the 
REMIND C-terminal lobe contains a more variable region (C-lobe extension, boxed in 
the sequence alignment and encircled on the 3D structure models (Figure 6A)), 
generally modeled as long helices extending outside of the core of the globular domain. 
Interestingly, these local structures are predicted with high or very confidence in the 
AlphaFold2 models in interaction with other domains of the proteins (grey ribbons in 
Figures 6B (F-BAR) and S6). In TgREMIND, this region is in direct contact with the 
extremities of the F-BAR domains (Figures 3A and 3B), whereas in human MADD for 
which the C-lobe corresponds to a death domain (Schievella et al. 1997), it interacts 
with the Pleckstrin homology (PH)-like domain. This PH-like domain is known to bind 
to phosphatidylinositol lipids within biological membranes, such as PI3,4,5P2 and 
PI4,5P2 (Singh et al. 2021). Yet, in T. gondii, the REMIND domain is associated with 
F-BAR also known to bind to PIP2 species in the context of biological membranes 
including its role in inducing membrane curvature, tubulation and scission (Wang et al., 
2009; Kishimoto et al., 2011). These findings suggest that the REMIND domain may 
have a regulatory function on the F-BAR domain, a hypothesis which has not been 
experimentally tested. To determine further how the REMIND domain may influence 

https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphatidylinositol
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the activity of the F-BAR domain in TgREMIND; we transiently complemented the iKO-
TgREMIND mutants using plasmids expressing only the F-BAR or only REMIND 
domain, which were compared to the full length TgREMIND protein expression under 
the same experimental conditions as schematically depicted in Figure 6C. When these 
complemented parasites were incubated with ATc to deplete the endogenous 
TgREMIND protein, neither F-BAR domain alone nor the REMIND are capable to 
rescue the secretion of ROP1 (Figure 6D, middle and right panels) and GRA1 (Figure 
6E, middle and right panel) into the PVM of the intracellular iKO-TgREMIND depleted 
mutants. In constrast, complementation with the full length FL-TgREMIND perfectly 
restored ROP1 and GRA secretion into the PVM (Figures 6D and 6E, left panels). 
These data clearly indicate that the presence of both F-BAR and REMIND domains 
are crucial for TgREMIND functions. We also fused the F-BAR, REMIND and entire 
TgREMIND to GST at their N-terminus ends (schematic representation in Figure 6F), 
which were expressed in Escherichia coli and purified (Figures 6G and 6H). We 
demonstrate that only the full-length TgREMIND binds strongly to PIP2 species with 
more intense binding to PI4,5P2 using lipid overlay experiments (Figure 6I). In contrast, 
the binding to PIP2 species by the F-BAR domain alone is extremely weak and no 
binding was seen for REMIND domain alone (Figure 6I), indicating that the presence 
of REMIND is necessary for F-BAR domain to efficiently interact with inositol 
phospholipids for proper membrane shaping and vesiculation. 

Parasite Motility and Host Infection Are Crippled by the Absence of TgREMIND  

Although transient expression was obtained for all three epitope tagged Flag to F-BAR, 

REMIND and FL-TgREMIND constructs, we were unable to obtained stable parasite 

lines with the plasmid containng the F-BAR domain alone despite several attempts and 

in the presence of endogeneous HA-TgREMIND protein of the iKO-TgREMIND 

parasites. This likely confirms the essentiality of REMIND domain, which is required in 

association with the F-BAR to obtain alive and stable complemented parasite lines. In 

constrast, transgenic stable parasite lines were generated using the REMIND domain 

alone, suggesting that only the F-BAR domain alone appears to be toxic to T. gondii. 

Next, we examine the functional role of TgREMIND in host infection by T. gondii, by 

testing the conditional knock out mutants for host cell invasion. In the presence of ATc, 

iKO-TgREMIND mutants were severely impaired in their ability to invade host cells 

(Figure 7A). Complementation of these iKO mutants by a full-length TgREMIND protein 

restored their ability to invade the host cells in a manner similar the ATc-untreated 

mutants (Figure 7A). In sharp contrast, complementation with the REMIND domain 

alone, otherwise a version of protein devoid of F-BAR domain failed to efficiently 

complemented the iKO mutants (Figure 7A), demonstrating that both F-BAR and 

REMIND are essential for TgREMIND functions in vivo. The inability of iKO mutants to 

invade host cells is not linked to a default in intracellualr replication of these mutants 

as we found that in the presence or in the absence of ATc, the iKO mutants have the 

same rate of multiplication into the parasitophorous vacuole (Figure 7B). Moreover, in 

the presence of ATc or not, there is no difference in the ability of iKO mutants to egress 

from the infected cells when subjected to Calcium ionophore treatment (Figure 7C). 

Whereas the iKO mutants showed a significant number of circular trail, otherwise a 

normal parasite motility in the absence of ATc (Figure 7D, left panel), these mutants 

were paralyzed in the presence of ATc (Figure 7D, middle panel). As expected, 

complementation by the full-length Flag-TgREMIND protein rescued the normal gliding 
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motility despite the presence of ATc (Figure 7D, right panel). Finally to assess the 

essentiality of TgREMIND in host infection, we tested the ability of parasites to form 

plaques on host cell monolayers, which correspond to mulitple rounds of parasite entry 

and egress ensuring parasite dissemination and host cell lysis. Whereas the wild type 

parasites grew normally and developed equal sized plaques in the absence and 

presence of ATc, growth of iKO lines gave rise to normal plaque sizes only in the 

absence of ATc (Figure 7E). In the presence of ATc, plaque formation was completely 

blocked in TgREMIND-deficient parasites (Figure 7E). The complemented full-length 

TgREMIND mutants formed plaques with normal number and size plaques regardeless 

of the presence of ATc or not (Figure 7E) and complemented REMIND devoid of F-

BAR domain gave rise to very small size plaques, thus confirming that the absence of 

F-BAR is detrimental for the in vivo functions of TgREMIND in T. gondii.  

DISCUSSION 

In the present study, we describe that the TgREMIND protein, which contains F-BAR 

and REMIND domains, is indispensable for proper functions of rhoptries and dense 

granules. TgREMIND belongs to the F-BAR family, and according to modelling, the 

dimer crescent or banana shape form that defines this family was clearly present in the 

protein of T. gondii (Henne et al; 2007; Heath and Insall, 2008; Shimada et al., 2007; 

Qualmann et al., 2011). The F-BAR domain in TgREMIND is similar to the FES-CIP4 

homology (FCH) domain, which is the archetypal feature of all known F-BAR proteins. 

(Aspenstrom, 1997). It has been demonstrated that the FCH and coiled-coil domains 

are structurally similar to Bin/ amphiphysin/RVS (BAR) domain (Itoh et al., 2005; Tsujita 

et al., 2006). These are a family of α-helical membrane-binding modules that can 

detect, induce and regulate membrane curvature, and thereby they play essential roles 

in fundamental biological processes, such as endocytosis, exocytosis, regulation of the 

actin cytoskeleton, cell motility and signalling (Itoh and De Camilli, 2006; Masuda et 

al., 2006; Shimada et al., 2007)). The F-BAR family members have been identified in 

an ever-increasing number of pathways (Heath and Insall, 2008; Qualmann et al., 

2011). Elucidation of the molecular basis of functions of the majority of F-BAR 

containing proteins presumably involved in multiple and distinct pathways is still in early 

stage. Several studies have begun to decipher the function of few individual proteins, 

but many issues remain to be resolved. What is the precise function of the F-BAR 

domain and how this is regulated by the accompanied and associated domains located 

at the C-terminus? Most studies have been carried out using recombinant proteins and 

in vitro model systems (Heath and Insall, 2008; Qualmann et al., 2011; Simunovic et 

al., 2015). Therefore, how these F-BAR containing proteins are regulated in vivo is an 

issue that remains to be addressed. Here, we carried out gene disruption and 

complementation studies, in combination with predictive structural and biochemical 

analyses to demonstrate that the F-BAR containing protein TgREMIND is essential for 

giliding motility, host infection and dissemination of T. gondii. We found that in 

TgREMIND-deficient parasites, the secretory organelles, rhoptries and dense 

granules, that contain key virulence factors are morphologically and functionally 

altered. We established that the presence of REMIND domain at the C-terminus in 

association of the F-BAR domain at the N-terminus is indispensable to ensure 

functions of the protein in vivo, likely because of the crucial roles for secretory 

organelles in all of these phenotypic events. We also showed that TgREMIND is 
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present in membrane-associated components after lysis and cell fractionation of 

extracellular parasites. Expression and purification of the F-BAR and REMIND 

domains along with the full-length protein as recombinant proteins that were tested for 

binding to different lipid species demonstrate that only the entiere TgREMIND protein 

strongly interacts with PIP2 lipids in vitro. This support the notion that the REMIND 

domain combined to the F-BAR domain act together for binding to PIP2-containing 

membranes that formed vesicles involved in the formation of rhoptries and dense 

granules. In addition, imaging by spinning disk confocal microscopy indicated that 

TgREMIND protein is present as punctated intracellular vesicles in different areas of 

the cytoplasm of the parasites. These intracellular vesicles move from the ER to 

TGN/ELC before reaching the apical end where rhoptries are located. These 

observations are consistent with the partial fluorescence codistribution of TgREMIND 

protein with TgSORT-TgVps35 retromer complex, which are known to be essential for 

the formation of all three secretory organelles, rhoptries, micronemes and dense 

granules (Sangaré et al., 2015). However, we found that the biological roles of 

TgREMIND are not linked to microneme functions. These finding indicate that 

biogenesis of micronemes diverges from those of rhoptries and dense granules, 

regarding TgREMIND-dependent pathways. In other words, other regulators and 

pathways that are independent from those of TgREMIND, likely drive the formation of 

micronemes. Interestingly, our proteomics studies also revealed numerous peripheral 

membrane proteins that regulate or transport lipids in addition to other trafficking 

factors. We also noticed the presence of several components of the cytoskeleton 

(actin, myosin) and microtubule proteins, which suggest that vesicles formed by 

TgREMIND may traffic along actin filaments or microtubules to reach their destination, 

as for F-BAR containing proteins in mammalian cells (Peter et al., 2004; Itoh et al. 

2005, Aspenström, 2009). It worth noting that the transport and secretion of dense 

granules depend on actin filaments and moysin F (Heaslip et al., 2015), and both actin 

and moysin F were also present in our GST pull down proteins and mass spectrometry 

analyses. The requirement of REMIND domain combined to F-BAR to fully 

complement the TgREMIND deficient mutants together with our inabiltiy to obtain 

viable parasite stable lines expressing the F-BAR alone suggest that TgREMIND 

functions must be tightly regulated in T. gondii. It has been described that a double C2 

domain (DOC2) protein family, which is derived from an ancestral calcium (Ca2+) 

binding archetype and ferlins (FER), also engages the C2 domain with lipids, 

membranes, and/or proteins to facilitating vesicular trafficking and membrane fusion 

(Tagoe et al., 2022). T. gondii ferlins 1 (FER1) and 2 (FER2) are responsible for 

microneme and rhoptry exocytosis, respectively, whereas an unconventional TgDOC2 

that recruits the membrane fusion machinery required for exocytosis in a Ca2+ 

dependent fashion, is essential for microneme exocytosis (Farrell et al., 2012). The 

secretion of rhoptries is also controlled by a set of parasite specific proteins named 

rhoptry apical surface proteins (RASP) that cap the extremity of the rhoptry and binds 

specifically to phosphatic acid (PA) and PI(4,5)P2 through a calcium lipid-binding-like 

domain (C2) and a Pleckstrin Homology-(PH)-like domain (Suarez et al., 2019). 

TgREMIND, which also binds to PI4,5P2 through its N-terminus F-BAR in association 

with the C-terminus regulator REMIND domain is involved in biogenesis and secretion 

of both rhoptries and dense granules. We propose a model that TgREMIND protein 

containing F-BAR and REMIND domains forms vesicles that drive anterograde 
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transport containing components such as lipds and proteins destined rhoptries and 

dense granules during their biogenesis (Figure 7F). Accordingly, we show that deficits 

in TgREMIND function result in morphological perturbation of dense granules and 

rhoptries with accompanying loss in dense granule and rhoptry exocytosis (Figure 7F). 

However, we cannot rule out the possibility that the protein could also be involved in 

the recycling of vesicles as it has been co-immunoprecipitated by TgVsP35-retromer 

known for retrograde transport. These two anterograde or retrograde pathways are not 

mutually exclusive as different regulatory elements may act and routed TgREMIND 

protein toward one or the other pathway. We suggest that TgREMIND is a regulator of 

membrane bending, curvature and scission, thus forming vesicles containing 

components destined to or recycled from rhoptries and dense granules but not for 

micronemes whose biogenesis and secretion depend on Ca2+ dependent control by 

TgDOC2 or Ferlins (Fareell et al., 2012; Coleman et al., 2018; Tagoe et al., 2022), 

phosphatidic acid (Bullen et al., 2016) and Rab proteins (Kremer et al., 2013). Hence, 

we found no physical and functional links between TgREMIND and Rab proteins. Only, 

Rab5 known to be associated with TgSORT and TgVps35-retromer complex functions 

(Sloves et al., 2012, Sangaré et al., 2016) was identified in our proteomics study using 

TgREMIND as baits. We also failed to demonstrate an in vitro binding of TgREMIND 

to Rab5 or Rab11 protein despite several attempts. Taken together, our data report a 

role for TgREMIND, a protein that binds to PI4,5P2 and possibly others PIP2 species 

in the biogenesis and secretion of only rhoptries and dense granules. The biogenesis 

of dense granules is less elucidated in T. gondii despite the evolution of electron 

microscopy and probably involves several proteins but very little known until now 

(Griffith et al., 2022). The formation of dense granules takes place laterally at the level 

of the IMC, and at the level of the TGN (Trans-Golgi Network). In addition to the GRA 

proteins that are essential for organelle formation in T. gondii, several Vps proteins 

TgVps11, TgVps9 and TgVps35 are crucial key factors for dense granule biogenesis 

(Morlon-Guyot et al. 2015; Sakura et al. 2016; Sangaré et al. 2016). Our findings that 

describe a role of TgREMIND that binds to membrane PIP2 lipids for possibly forming 

membrane curvature and vesiculation further indicate that the molecular basis of dense 

granule biogenesis in T. gondii is more complex than a simple budding of fully matured 

dense granules from the TGN as generally reported (Griffith et al., 2022). Our ability to 

conditonally extinguish TgREMIND expression and complement these mutants will 

allow functional dissection of the protein and its regulators that should reveal more 

insights in molecular basis of how F-BAR containing proteins are regulated by its 

adjacent C-terminus REMIND domain, which adopts a 3D structure that is predicted to 

contact directly the F-BAR domain in T. gondii. Beyond this, the TgREMIND-deficient 

parasites described herein underscore its roles and investigating how the protein may 

be regulated by a possible hyperphosphorylation of the repeated number of serines 

and/or O-GlcNac acylation at its C-tail may shed more insinghts into its functions as 

peripheral membrane protein binding to inositol plospholipids present in different area 

of the cytoplasm, thus controlling essential sorting mechanism for the biogenesis of 

secretory organelles in T. gondii. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Growth of host cells and parasite strains 

T. gondii RH wild-type strain, RHΔku80 (a strain with high homologous integration of 

transfected DNA; Huynh and Carruthers, 2009) and RHΔku80TaTi parasites, a Trans 

activator Trap identified inducible anhydrotetracycline (ATc) strain generated in the 

background of RHΔku80 (Sheiner et al., 2011). These parasites were maintained in 

monolayer human foreskin fibroblast (HFF) cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM) supplemented with 2 mM L-glutamine, 50 µg/mg 

penicillin/streptomycin and 10% fetal calf serum (FCS) (PAN Biotech, Dutscher, 

France) in a humid atmosphere under 5% CO2 at 37°C as previously described (Slove 

et al., 2012).  

Generation of TgREMIND Knockout and Knock-in T. gondii Strains 

To obtain the conditional iKO-TgREMIND in T. gondii RHΔku80-TaTi strain, we used 

the pyrimethamine-resistant plasmid pG13-D-T7S4 that contains the inducible 

promoter TeTo7-Sag4. First, we amplified by PCR, 2 kb of 5'-DNA fragment of 

TgREMIND, which was cloned into NdeI restriction enzyme site. After verification of 

the right orientation using StuI/EcoRV, we cloned the 1.3 kb 3'-DNA fragment of 

TgREMIND that contains an epitope HA downstream of the inducible promoter. All 

oligonucleotides used during this work were listed in Table S1 (see Supplemental 

Information). Fifty µg of this plasmid was linearized with EcoRV and used to transfect 

107 tachyzoites of RHΔku80-TaTi that were selected with 2 µM of pyrimethamine 

before cloning by limiting dilution to obtain the conditional iKO-HA-TgREMIND 

mutants. To complement these mutants, we used the pUPRT (Uracil PhosphoRibosyl 

Transferase) plasmid, in which either 2 kb of TgREMIND, 1 kb of Tubulin or 1.5 kb of 

GRA1 promoter was respectively cloned downstream of the 5'UPRT using AscI/StuI. 

Then, the full-length of TgREMIND (2928bp) tagged to epitope Flag using StuI/AvrII. 

Finally, the 3'SAG1 untranslated region (350bp) was cloned upstream of the 3'UPRT 

region using AvrII/PacI. This later plasmid was used to subcloned and replaced the 

DNA coding full length TgREMIND by the 1.15 kb or 1.77 kb of DNA coding 

respectively the N-terminus F-BAR and C-terminus REMIND domains with all tagged 

to the epitope Flag using StuI/AvrII. After co-transfection of 107 iKO-HA-TgREMIND 

parasites of the aforementioned linearized 50 µg of each linearized plasmids to which 

10 µg of pSAG1::CAS9-U6::sgUPRT was added to favor high rate of homologous 

recombination into UPRT locus (Sidik et al., 2016). Tweenty hour later, the 

cotransfected parasites were incubated with 5µM of 5-fluoro-2'-deoxyuridine (5’ FUDR) 

and the stable parasite lines obtained were cloned by limiting dilution and after 

screening by indirecte immunofluorescence assays (IFA) using anti-HA or anti-Flag, 

the positive clones were selected. To obtain cMyc tagged TgREMIND protein by knock 

in strategy, the DNA fragment amplified by PCR using the primers listed in 

Supplementary Table 1 was cloned as previously described (Sangare et al., 2016). 

Immunofluorescence Assays  

Paraformadehyde-fixed intracellular parental RHΔku80-TaTi and iKO HA-TgREMIND 

mutants treated or not with 1.5 µg/ml of anhydrotetracycline (ATc) were used for 
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immunofluorescence assays. The list of monoclonal and polyclonal antibodies used 

and their dilutions are listed in Table S2 (Supplemental Information). Alexa Fluo 

secondary antibodies (488 nm, 568 nm, 594 nm) from either Rat, Rabbit or Mouse 

chosen depending of the nature of primary antibodies used at 1:1000 dilutions. In some 

cases, when a specific primary antibody was not available, we transiently transfected 

5x106 tachyzoites with plasmids expressing different markers of subcellular 

compartments such as ELC (Rab5-HA and Rab7-HA), endoplasmic reticulum (HDEL-

GFP), ER/post-Golgi (ERD-GFP), post-Golgi (GalNacT-GFP) and dynamin-containing 

compartment (DrpB-YFP(Breinich et al., 2009). The antibodies specific to HA or anti-

GFP was used to amplify the fluorescence, then anti-TgREMIND and mouse 

secondary antibodies were used for codistribution studies. 

Confocal laser scanning microscopy  

The acquisition of fluorescence images were performed using the Leica SP8-X (Leica 

DMI 6000) microscope wth a 63x objective. ImageJ was used for image processing 

Pearson's coefficient in ImageJ for quantification from 4 to 6 vacuoles each containing 

between 4 to 16 parasites. 

Confocal Spinning Disc Microscopy 

IFA images were also obtained using the Inverted Nikon Ti Eclipse Eclipse-E 

microscope coupled with a spinning disk (Yokogawa, CSU-X1-A1), a 100x plan apo 

objective (Nikon, NA 1.49, oil immersion) and a sCMOS camera (Photometrics, Prime 

95B). An additional “Live-SR” module (GATACA systems) was added to increase two 

fold the resolution. DAPI fluorescence was detected after a 405 nm excitation (Vortran, 

100 mW laser) with a 450/50 bandpass filter (Chroma). Alexa 488 was detected after 

a 488nm excitation (Vortran, 150mW laser) with a 524/45 bandpass filter (Semrock). 

Alexa 568 was detected after a 561nm excitation (Coherent, 100mW laser) with a 

607/36 bandpass filter (Semrock). The whole system was driven by Metamorph 

(version 7.7, Molecular Devices). 

Electron microscopy  

Ultrastructure morphology of intracellular parasites were fixed at room temperature for 

1h in 0.1 M sodium cacodylate buffer containing 2.5% glutaraldehyde. Then, samples 

were kept overnight at 4°C. After washing with the same buffer, samples were fixed 

again in aqueous 1% osmium tetroxide and 1.5% potassium ferrocyanide. After, 

successive dehydration in ethanol, samples were embedded in Epon (Agar Scientific, 

AGR1165): 2h in resin mixed with ethanol, and 2h with pure resin before polymerisation 

24h at 60°C. 70nm-sections were cut using an ultramicrotome LEICA UC6, collected 

on grids, and contrasted 15min in 2% aqueous uranyl acetate and 2min in Reynold’s 

lead citrate. Ultrastructural images were collected using a JEOL1400 transmission 

electron microscope at 80kV and camera RIO9. 

Production of Recombinant proteins fused to Glutathione S-Transferase (GST) 

The full length of TgREMIND DNA sequence and those of its N-terminus F-BAR and 

C-terminus REMIND domains were synthesized and cloned into the pGEX plasmid by 

GenScript using the restriction enzymes BamHI and NcoI. BL21 DE3 Escherichia coli 
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(Biolabs) were used to transform and produce the recombinant proteins. Pre-cultures 

of 10 ml grown in the presence of ampicillin (100 µg/ml) at 37°C overnight were 

transferred to one-liter cultures, which were incubated at 37°C for 4 to 5 hours OD600 

of 0.6. Production of these recombinant proteins were induced with 0.2 mM isopropyl 

β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) at 20°C overnight, and checked by SDS-PAGE. 

Next, cultures were centrifuged at 6000xg at 4°C for 15 min and pellets were frozen at 

-80°C for at least 2 h before lysis in 50 mM Tris-HCl pH 8 buffer, 250 mM NaCl, 5% 

glycerol and 0.1% Triton X-100 supplemented with 1X protease inhibitors, 1 mg/ml 

lysozyme, 5 mM DTT and 1 mM Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). After 

incubation for 30 min on ice, bacteria were lysed by 6 cycles of sonication (30 s pulse 

at 90% and 20 s pause), and centrifuged at 2000 rpm and 4°C. The supernatants were 

incubated with GST column overnight at 4°C with 5mM ATP and 1 mM PMSF. Two 

series of washes were performed at pH 7.5 with two different washing buffers: 50 mM 

Tris-HCl, 1 M NaCl, 5 mM DTT and 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM DTT. Finally, 

recombinant proteins were eluted for 10 min at 4°C using 50 mM Tris-HCl pH 8, 150 

mM NaCl, 10 mM GSH (glutathione), 5 mM DTT and 0.5 mM PMSF buffer. The eluates 

were dialyzed and concentrated by Amicon system before SDS-PAGE and Coomasie 

blue staining.  

GST Pull down and Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry 

To identify TgREMIND partners, 109 tachyzoites of RH strain were lysed for 1 h at 4°C 

under rotary shaking in a buffer containing 10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM 

MnCl2, 1 mM CaCl2, 1% Triton X-100 and protease inhibitors. The lysate was 

centrifuged at 10000 rpm for 30 minutes at 4°C, and supernatants were incubated with 

100 µg of each recombinant protein GST-TgREMIND, GST-F-BAR, GST-REMIND 

coupled to GST beads or with GST alone (negative control) at 4°C overnight. Five 

washings were performed with lysis buffer. Eluates were analyzed by SDS-PAGE and 

protein bands were processed using LC-MS/MS as described in Supplemental 

Experimental Procedures. 

Cell Fractionation  

Extracellular parasites that were freshly egressed of wild type of T. gondii RHΔku80 

(108 tachyzoites) were purified to remove HFF debris, pelleted and washed once with 

PBS as desbribed (Breinich et al., 2009). Each pellet was resuspended with 300 µl of 

each different lysis buffers as follows: PBS 1x, 2% Triton X-100 in 1x PBS, 1M NaCl in 

1x PBS and 0.1 M Na2CO3 in PBS 1x at pH 11.5. After lysis by three series of rapid 

freezing in liquid nitrogen and thawing in water bath at 37°C, homogenates were 

obtained by sonication. The different homogenates underwent ultracentrifugation at 

100,000xg at 4°C to separate into different soluble and insoluble fractions. Fractions 

equivalent to 1x107 parasites were analyzed by SDS-PAGE followed by immunoblots 

using specific anti-TgREMIND, anti-Glycosyl PhosphoribosyI Inositol (GPI) anchored 

SAG1 and anti-G6-PI (glucose 6-phosphate isomerase) antibodies. 

Microneme Secretion and Dense Granule Excretion  

Freshly egressed (2x108 paraistes) ATc-treated (1.5 µg/ml) or untreated iKO-

TgREMIND mutants for 48 h were harvested by centrifugation at 600 x g for 10 min at 
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room temperature, and washed twice with prewarmed at 37°C of intracellular buffer 

containing 5 mM NaCl, 142 mM KCl, 1 mM MgCl2, 2 mM EGTA, 5.6 mM glucose and 

25 mM HEPES, pH 7.2). After centrifugation, parasites were resuspended in DMEM 

supplemented with 2 mM glutamine containing 500 µM of propranolol or not, and 

incubated for 20 min at 37 °C (Bullen et al., 2016). Parasites were centrifuged at 1000 × 

g, 4 °C for 5 min. Pellets were washed once in PBS and resuspended in Laemmli bufer. 

Supernatants were centrifuged at 2000 × g for 5 min, 4 °C and supernatants used as 

ESA (Excreted/Secreted Antigen) were also suspended in 2XLaemmli buffer. Pellets 

and ESA samples were run on SDS-PAGE and analysed for the presence of dense 

granule GRA1 and microneme MIC9 by Western blots. 

Coimmunoprecipitations, SDS-PAGE and Western Blots 

For coimmunoprecipitations, 2x108 parasites from transgenic knocked in of cMyc-

TgVps35 into iKO-TgSORT mutants freshly egressed after ATc-treatment or not for 

48h were purified and extracted with Triton X-100 as described (Fauquenoy et al., 

2011). Binding protein complexes of coimmunoprecipiations or total protein extracts of 

purified parasites were electrophoresed on SDS-PAGE, transferred at 80 V for 1 h 15 

min onto nitrocellulose membrane in a cold buffer containing 25 mM Tris-HCl, 190 mM 

glycine and 20% methanol in a cold room. After 5 min of 0.2% ponceau red staining, 

water rinsed membranes were saturated with 5% skim milk prepared in TNT buffer (15 

mM Tris-HCl pH 8; 140 mM NaCl; 0.05% Tween-20) for 30 min at room temperature. 

The primary antibodies used were listed in Table S2. The secondary peroxidase-

coupled antibodies (Sigma) or Alexa fluor 488 nm or 594 nm antibodies (Invitrogen) 

prepared in TNT were incubated for 1 h at room temperature. Following three washs 

with TNT, peroxidase-coupled secondary antibodies were revealed with ECL 

(Enhanced ChemiLuminescence Plus Western Blotting Detection System, 

Amerscham Biosciences) whereas the Alexa fluor antibodies scanned using VILBER 

FUSION FX imaging system (France). 

Gliding Assay and Host Cell Invasion  

Trail deposition assays were performed as previously described (Fauquenoy et al., 

2008). ATc-treated iKO-TgREMIND, and ATc-treated complemented Comp-KO-

TgREMIND parasites for 48h were purified and pellets were resuspended with 

incomplete DMEM medium supplemented with 10 mM HEPES and 1 mM EGTA. 

Parasites (5.106 tachyzoites) were plated on glass coverslips previously treated with 

50% FCS at 37°C overnight. After 20 minutes of incubation at 37°C under 5% CO2, 

parasites were fixed with 4% PFA. Gliding trails were observed under a Zeiss 

fluorescence microscope after staining with SAG1 antibodies. For host cell invasion, 

iKO-TgREMIND, Comp-full length TgREMIND_Flag and Comp-REMIND_Flag were 
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treated or not with ATc for 48h. Freshly egrresed parasites were used to infect 

confluent HFF cells and processed as described (Sangare et al., 2015). 

Plaque assays 

Plaque assays were carried out as previously described (Sloves et al., 2012), except 

that the coverslip containing confluent HFF cells were infected with 500 iKO-

TgREMIND, Comp-iKOTgREMIND, Comp-REMIND and RHTaTi. After 3h post-

infection, 1.5 µg/ml of ATc was added or not to these infected HFF coverslips and 

incubated for seven days. Infected HFF cells were fixed with cold methanol on ice for 

10 min before staining with crystal violet at room temperature for 10 min. After, three 

whasing with distilled water, the coverslips were air-dried before imaging.  

 Bioinformatics analyses 

Sequences were extracted from the UniProt database (UniProt consortium, 2021). 

AlphaFold2 (AF2) (Jumper et al. 2021) models were extracted from the AFDB 

database (Varadi et al. 2022). Sequences similarities were initially searched against 

UniProt using PSI-BLAST (Altschul et al. 1997). The jackhmmer software (Finn et al. 

2015) was also used with as query the initial REMIND domain alignment and as target 

the Uniprot reference proteomes with default parameters. HH-PRED (Zimmermann et 

al. 2018) was used to search protein domain and structure databases. Comparison of 

3D structures against those included in the Protein Data Bank (PDB) was performed 

using DALI (Holm 2022). 3D structures were visualized with the UCSF Chimera 

package (Pettersen et al. 2004). Sequence alignment were rendered using ESPript 

(Robert and Gouet 2014).  

Statistical analysis 

We analysed all the data with GraphPad9 software and statistical studies were 

performed using ANOVA one-way or two-way that followed by Tukey’s multiple 

comparisons test. 
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LEGENDS FIGURES 
 
 

 

Figure 1. TgREMIND is a membrane-bound F-BAR-containing domain protein present in different cytoplasmic compartments  
A) Domain architecture of representative members of the REMIND family. The domain positions were extracted from the UniProt 
annotations. The presence of F-BAR domain at N-terminus associated with the REMIND domain at C-terminus were only present in 
T. gondii and two Oomycetes species.  
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B) Immunoblots probed with mouse polyclonal anti-TgREMIND antibodies reveals a single protein of about 140 kDa in T. gondii (RH 
strain) whereas no protein was detected in human foreskin fibroblast (HFF) cells. As expected, naive sera also shows no protein 
band.  
C) Localization of TgREMIND by confocal images using the mouse polyclonal anti-TgREMIND antibodies. Scale bars, 3 µm. 
D) Schematic representation of T. gondii tachyzoite showing its different compartments and organelles. 
E and F) Confocal image showing that TgREMIND partially colocalizes with rhoptry ROP1 and ROP5 protein. Bars, 3 µm. 
G) TgREMIND also partially colocalizes with dense granule GRA5 protein. Bar, 3 µm. 
H) TgREMIND shows no colocalization with micronem protein M2AP. Bar, 3 µm. 
I) Quantification of TgREMIND codistribution with ROP1, ROP5, GRA5 and M2AP. Bars represent n=3 indepedent experiments +/- 
standard deviation. 
J) Cell fractionation on wild type T. gondii (RH strain) parasites. Extracellular parasites were lysed under different conditions containing 
chaotropic agents prepared in PBS as shown on the top of the panel. The homogenates underwent ultracentrifugation. Supernatant 
(S) and Pellet (P) fractions were analyzed by Western blots using antibodies specific to TgREMIND, Glycosyl-Posphatidylinositol 
anchored Surface Antigen 3 (GPI-SAG3) and the glycolytic enzyme, Glucose 6-Phosphate Isomerase (G6-PI).  
K) Confocal images of intracellular parasites transiently transfected with plasmids expressing different compartment and organelle 
markers: Rab5A (early endosomal-like compartment), Rab7-HA (late endosomal-like compartment), GRASP-RFP (Golgi apparatus), 
ERD-GFP (Endosplamic Reticulum/Golgi apparatus, ER/Golgi), HDEL-GFP (Endoplasmic Reticulum, ER) and GalNAcT-GFP (Trans 
Golgi Network, TGN), CPL (Cathepsin L-containing compartment ), DrpB or dynamin B (dynamin Golgi proximal cytoplasmic inclusion) 
co-stained with mouse anti-TgREMIND antibodies. Bar, 3 µm. 
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Figure 2. Conditional abaltion of TgREMIND gene and complementation. 
A) Schematic of the approach used for the conditional ablation of TgREMIND gene. 
B) PCR analysis using the primers A and B (see blue arrows in panel A) confirms the conditional ablation of TgREMIND. T. gondii 
superoxide dismutase (TgSOD), positive control. 
C) Immunoblots of wild type parasites and two clones (iKO1 and iKO2) of TgREMIND-deficient lines grown in the presence or absence 
of ATc for 48 h and probed with anti-HA antibodies. ENO2 protein was detected as a loading control. 
D) Immunoblots as panel C but probed with anti-TgREMIND antibodies. 
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E) Confirmation of TgREMIND conditional depletion by confocal imaging using anti-HA and anti-TgREMIND antibodies. Bar, 3 µm. 
F) Immunoblots of ATc-untreated or treated wild type, iKO-TgREMIND and complemented Comp-iKO2 probed with anti-HA antibodies 
and secondary antibodies correspond to Alexa anti-rat 488 nm 
G) Immunoblots as in panel F but probed with anti-Flag antibodies and secondary antibody was Alexa anti-rabbit 568 nm 
F+G) Merged of panel F and G. 
H) Immunoblots with the loading materiels as in panel A but probed with anti-TgREMIND and ENO2 (loading control) antibodies. 
 

 

 

Figure 3. The Conditional Depletion of TgREMIND abrogates secretion of GRA and ROP proteins into the PVM 
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A) In the presence of ATc for 48h, the five dense granules GRA1, GRA2, GRA3, GRA4 and GRA5 proteins were all absent from the 
PVM of the TgREMIND-depleted mutants whereas these proteins were strongly detected by decorating the PVM (yellow arrows) of 
the parasitophorous vacuole, a niche in which the parasites replicate intracellularly (left panels). Bars, 3 µm. 
B) Lack of rhoptry ROP1 protein in the PVM of TgREMIND-depleted mutants treated by ATc for 48h (top and middle left panels) while 
in the ATc-untreated TgREMIND mutants, the protein displays typical stron strong signal staining the PVM (top and middle right 
panels, yellow arrows). Under the same conditions, the rhoptry ROP7 protein, which is not nomally secreted in the PVM appears as 
puntated and fragmented signal (bottom left signal, white arrows) compared to ATc-untreated mutants (bottom right panel). 
C) Complementation of iKO-TgREMIND-deficient mutants with ectopic full length TgREMIND protein tagged to epitope Flag (Comp-
TgREMIND-Flag) restored the normal decoration of ROP1 (middle left panel) and compacted apical signal of ROP7 in the presence 
of ATc, in a manner similar to wild type parasites. The complementation also rescued the PVM staining of GRA1 and GRA5 protein 
under pressure of ATc (bottom panels). Top panels correspond to the colocalization of TgREMIND-HA and Comp-TgREMIND_Flag 
demonstrating that both endogeneous TgREMIND and the complemented protein are located in the same subcellular compartments 
(top left panel) and in the presence of ATc, TgREMIND-HA was depleted from the conditional mutants as expected (top right panel). 
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Figure 4. Phenotypic analysis of other organelles in TgREMIND-depleted parasites 
A) Illustration of one representative of immunoblot showing GRA1 (top panel) and MIC9 (bottom panel) secretion of ATc-untreated 
versus treated TgREMIND-deficient parasites.  
B) Quantification of GRA1 and MIC9 secretion from ATc-untreated and treatde TgREMIND-deficient parasites. Bars represent n=3 
independent experiments +/- standard deviation. 
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D) TgREMIND depleted parasites show classical and normal pattern of micronemes as demonstrated by confocal images of three 
distinct anti-MIC (M2AP, MIC2 and MIC5) antibodies, regardeless of ATc treatment (right panels) or not (left panels). Bars, 3 µm. 
E) Subcellular localizations of the apicoplast (Atrx2, Api), mitochondrion (HSP60), cathepsin L-containing compartment (CPL), inner 

complex membrane (IMC), centriole (CEN1) and plasma membrane (SAG1) markers were unchanged in the TgREMIND-deficient 

mutant. These data indicate that TgREMIND regulates dense granule and rhoptry biogenesis but it has no impact on microneme 

functions. Bars, 3 µm 
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Figure 5. TgREMIND is crucial for biogenesis and functions of dense granules and rhoptries 
A and B) Transmission electron micrograph showing typical crescent shape and opaque rhoptries (Rh), dense granules (white stars), 
micronemes (Mn) in the ATc-untreated TgREMIND-deficient mutants. 
C and D) Ultrathin sections of TgREMIND-deficent mutants lacking dense granules and showing translucent rhoptries after 48 hr of 
ATc treatment.  



 

108 
 

E and F) Complementation of TgREMIND-deficient mutants restored the presence of dense granules (white stars) and normal 
morphology of rhoptries (Rh). C, conoid; ER, endoplasmic reticulum, G, Golgi apparatus, M, mitochondrion and N, nucleus. Bar 500 
nm  
G) Immunoblots showing that conditional disruption of TgREMIND gene showed no changes in TgSORT, ROP, GRA and MIC protein 
levels in ATc-treated or not of TgREMIND mutants. No changes were also observed in ROP and MIC processing and maturation. 
H) Conditional disruption of TgVps35 gene led to an important accumulation of TgREMIND protein level. Inhibition of ROP and MIC 
processing and maturation was confirmed in TgVps35-deficient parasites. 
I) Quantification showing a 3-fold increase of TgREMIND level in TgVps35-deficiebt Bars represent n=3 indepedent experiments +/- 
standard deviation. 
J) Quantification of TgSORT level was unchanged in TgREMIND-deficient mutants regardeless of ATc treatment or not. Bars 
represent n=3 indepedent experiments +/- standard deviation. 
K) Confocal images showing the expression of HA-TgVps35 after gene knock-in into TgSORT-deficient mutants after double 
homologous recomination in the UPRT locus. IFA were performed using anti-HA and anti-TgSORT antibodies. Bars, 3 µm. 
L) Immunoblots demonstrating expression of HA-TgVsp35 protein was unchanged after ATc treatment or not, as expected. 
M) Immunoblots confriming that background of iKO-TgSORT was used as ATc-treatment led to dissaoearance of TgSORT protein. 
N) Quantification of TgREMIND protein level in the knock-in of HA-TgVps35/iKO-TgSORT after coimmunoprecipitation and semi-
quantitative mass spectrometry. These data confirmed the increase of more than 2-fold of TgREMIND level in TgVps35-depletion 
mutants. 
O) Localization of TgREMIND protein in ATc-untreated TgVsp35-deficent mutants using anti-HA and anti-TgREMIND antibodies. 
Zoom shows the vicinity and partial codistribution between TgREMIND and TgVsp35 proteins. Bars, 3 µm. 
P) Localization of TgREMIND protein in ATc-treated TgVps35-deficient mutants showing perturbation of TgREMIND distribution with 
the absence of the intense aggregate fluorescence on the apical end of the parasites. Bars, 3 µm. 
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Figure 6. TgREMIND is a genuine F-BAR containing protein that requires its C-terminus REMIND domain for efficient binding 
to PI2P lipids 
A) AlphaFold2 model of the 3D structure of Tg REMIND showing a dimer, which is per residue coloured according to the pLDDT. The 
disordered segments, associated with very low pLDDT values, are represented with orange, dashed lines. The dimer of F-BAR 
domains was modelled based on the superimposition of the AF2 model with the biological assembly of the human formin-binding 
protein 1 (pdb 2EFL). 



 

110 
 

B) Focus on the REMIND domain (left, in the same orientation than in panel A (encircled domain) and right, with a 90° rotation), 
colored from blue (N-terminus) to red (C-terminus). 
C) Schematic representation of plasmids expressing FLTgREMIND-Flag, F-BAR-Flag and REMIND-Flag proteins used for transient 
transfection. 
D) Confocal images showing that the N-terminus F-BAR domain alone or the C-terminus REMIND domain cannot restore the presence 
of ROP1 in the PVM of intracelularTgREMIND-deficient mutants under ATc treatment (middle and right panels). Only 
complementation with the full length TgREMIND protein restores secretion ROP1 in the PVM in TgREMIND-deficient parasites under 
ATc pressure (left panel). Bars, 3 µm. 
E) Confocal images showing that the N-terminus F-BAR domain alone or the C-terminus REMIND domain cannot restore the presence 
of GRA1 in the PVM of intracelularTgREMIND-deficient mutants under ATc treatment (middle and right panels). Only 
complementation with the full length TgREMIND protein restores secretion GRA1 in the PVM in TgREMIND-deficient parasites under 
ATc pressure (left panel). Bars, 3 µm. 
F) Schematic representation of plasmids used to express recombinant GST_TgREMIND, GST_F-BAR and GST_REMIND proteins 
in Escherichia coli.  
G and H) SDS-PAGE and coomassie blue staining of expression and purification of recombinant of GST_TgREMIND, GST_F-BAR 
and GST_REMIND. 1, uninduced transformed bacteria; 2, IPTG-induced recombiant bacteria; 3, total extract protein after sonication; 
4) GST-affinity purification. 
I) Lipid overlay experiments using the purified recombinant proteins described in panel G and H using different PIP2 lipid species. 
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Figure 7. TgREMIND is Essential for Gliding Motility, Host Cell infection and Dissemination 
A) Host cell invasion was severely impaired in TgREMIND- deficient mutants after ATc treatment for 48 hr. Complementation with the 
full length TgREMIND protein restored this phenotypic trait whereas complementation with the C-terminus domain alone cannot 
significantly Trestored host cell invasion. Bars represent n=3 indepedent experiments +/- standard deviation. 
B) The rate of multiplication of TgREMIND-deficient mutants grow and replicate is identical in HFF cells, regardeless of ATc treatment 
or not, thus demonstrating that the lower level of host cell invasion is not a consequence of reduced rate of parasite division. Bars 
represent n=3 indepedent experiments +/- standard deviation. 
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C) Ca2+ ionophore induced egress is normal for TgREMIND-deficient mutants under ATC pressure or not. 
D) Gliding motility defines by trail deposition (white arrows) was impaired in the conditional iKO-TgREMIND mutants (middle panel), 
complementation with full length TgREMIND rescued gliding motility. As expected, iKO-TgREMIND motility was normal in the absence 
of ATc (, left panel, white arrows). 
E) The conditional TgREMIND depletion dramatically prevents the lytic, invasion cycles and dissemination, thus affecting plaque 
formation in the presence of ATc for 7 days (iKOTgREMIND versus parental RH TaTi). Complementation with full length TgREMIND 
(Comp-TgREMIND) restored plaque formation while complementation with REMIND alone was unable to efficiently rescued plaque 
formation. 
F) Model of TgREMIND functions in biogenesis and secretion of dense granules and rhoptries of T. gondii. 
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SUPPLEMENTAL INFORMATION 
 
Supplemental Legend Figure 
 

 

Figure S1. Hydrophobic Cluster Analysis (HCA) plot of the amino acid sequence of TgREMIND (TgHP25).  
A) The sequence is shown on an alpha-helical net, in which strong hydrophobic amino acids (V, I, L, F, M, Y, W) are contoured 
(Callebaut et al., 1997). They form hydrophobic clusters, which mainly corresponds to regular secondary structures. Regions with 
high density in hydrophobic clusters constitute foldable domains (Faure and Callebaut 2013). Two foldable domains (boxed) are 
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present in the TgREMIND sequence, corresponding to the F-BAR domain (blue) and to the REMIND domain (pink). The way to read 
the sequence (1D) and the regular secondary structures (2D) is indicated with arrows. Special symbols are reported in the inset. 
B) Amino acid sequences the C-tail of TgREMIND with a stretch of 3-5 contiguous serine amino acid. Amino acids in blue correspond 
to REMIND C-lobe and in green, the REMIND N-lobe. 
 
 

 

Figure S2. Sequence alignment of TgREMIND F-BAR domains from several Apicomplexa, and relationship to the 3D 
structure.  
Positions in which high sequence conservation is observed are boxed and coloured green for hydrophobic amino acids, orange for 
aromatic ones, blue and pink for basic and ones, grey for small ones and yellow for loop forming amino acids.  Correspondence to 
the secondary structures, as observed on the experimental 3D structure of the formin-binding protein 17 EFC/F-BAR domain (pdb 
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2efl) (PHYRE2 results, Kelly et al. 2015), shown on top, is indicated above the alignment. The UniProt identifier, total number of amino 
acids of the protein and the start and end positions of the alignment are given after the protein names: Toxoplasma gondii 
TGGT1_259720 (S7W754, 976 aa) aa 72-344, Babesia bovis BBOV_III009360 (A7APK8, 588 aa) aa 78-339, Theileria parva 
TP04_0845 (Q4N1A1, 584 aa) aa 72-339, Plasmodium falciparum PFMC_03105 (A0A024X5W8, 1157 aa) aa 20-292, 
Cryptosporidium parvum cgd5_2090 (Q5CRN7, 681 aa) aa 11-285. 
 

 

 

 

Figure S3. Alignment of the REMIND C-terminal lobe sequences from representative members of the family.  
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The regular secondary structures as predicted in the AF2 model of TgREMIND are reported above the alignment. The most conserved 
positions are coloured (green : strong hydrophobic amino acids (V, I, L, M, F, Y, W); light green : non strong hydrophobic amino acids 
(A); orange : aromatic amino acids (F, Y, W), blue : basic amino acids (R, K, H); red : E, D, Q, N, S, T; brown : small amino acids (A, 
T, S, C, M)). The central dashed box highlights the position of the C-lobe extension, including helices of variable lengths and 
sequences (helix H10 in the AF2 model of Tg HP25). Sequences are designated with their UniProt accession numbers. 
 

 

 

Figure S4. TgREMIND migrates as 140-kDa protein and localizes in the cytoplasm of T. gondii  
A) Immunblots of total extract protein from T. gondii RH strain, which was revealed with mouse polyclonal antibodies raised against 
GST recombinant full length TgREMIND, anti F-BAR and anti-REMIND. All three polyclonal antibodies recognized a single protein of 
140 kDa while the naïve mouse stained no protein band, as expected. 
A) Immunoblots of total extract protein from transgenic knock-in of c-MycTgREMIND parasites, which was stained with anti-cMyc 
antibodies. Again, only a single band of 140 kDa was detected. 
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Figure S5. Proteomics analyses and expression of TgREMIND in iKOTgSORT mutants 
A) Venn diagram showing proteins pulled down by GST-BAR, GST-REMIND and GST-TgREMIND and identified by LC/MS-MS. 
B) Confocal showing expression TgREMIND protein in ATc-untreated or treated TgSORT-deficient parasites. 
C) Condtional disruption of TgSORTgene led to an important accumulation of TgREMIND protein level. Inhibition of ROP and MIC 
processing and maturation was confirmed in the TgSORT-depleted parasites. 
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Figure S6. AlphaFold2 models of the 3D structures of the REMIND domain from representative members of the family.  
The model of the full-length 3D structure of TgREMIND is shown at left, coloured per residue according to the pLDDT values. At right 
are shown the models of the REMIND 3D structures, coloured according to the N- and C-lobe positions (left views) and to the pLDDT 
scores (right views). Regions of the proteins interacting with the C-lobe extensions are highlighted with grey ribbons. 
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Video S1: Signals of TgSORT (in green) partially intersected those of TgREMIND (red)
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Supplemental Experimental Procedures 
 
SDS-PAGE for Mass Spectrometry Analyses 
Sixteen (16) µl of supernatant were mixed with 4 µl of 5X Laemmli buffer and heated 
at 100°C for five minutes. SDS-PAGE was performed in 12% polyacrylamide gel under 
reducing conditions at 30 V for staking then at 70 V and 120 V for separation. Gels 
were then stained with BIO-RAD Coomassie brilliant blue R-250. The protein bands of 
interest were excised and processed for mass spectrometry analysis as described 
below. 
In-gel digestion of protein and LC-MS/MS analysis  
Gel bands corresponding to each eluate from the pull down using GST-TgREMIND, 
GST-F-Bar and GST-REMIND were washed three times with 120 μl solution of 25 mM 
ammonium bicarbonate (NH5CO3)/acetonitrile (50/50, v/v) for 10 min. In-gel reduction 
and alkylation of protein disulfide bonds was performed with 100 μl of 10 mM of DTT in 
50 min at 57 °C and 100 μl of 50 mM of iodoacetamide (IAM) respectively for 30 min at 
room temperature. After a washing step with 120 μl of 25 mM NH5CO3 and the 
dehydration step with 100 μl acetonitrile for 5 min, an in-gel digestion was performed 
on each sample with 0.07 μg of sequencing grade porcine trypsin (Promega, Madison, 
WI) for 16 h at 37 °C. The peptides were extracted from gel using a mixture of 
acetonitrile/25 mM of NH5CO3(v/v) (60/40, v/v) containing 0.1% formic acid. The 
extracted peptides were then dried with vacuum centrifuge (Uniequip GmbH, Munich, 
Germany) and resuspended in 10 μl of water containing 0.1% formic acid. Aliquots of 
3 μl from each sample was injected into the Ultimate 3,000 RSLC nano- System 
(Dionex, Thermo Scientific) connected to a Q-HF orbitrap mass spectrometer using a 
nano column (Acclaim PepMap RSLC, 15 cm × 75 μm inner diameter, C18, 2 μm, 
100 Å; Dionex, Sunnyvale, CA). The elution was carried out by applying mixture of 
solvent A (HPLC grade water with 0.1% formic acid) and solvent B (HPLC grade 
acetonitrile with 0.1% formic acid) at the flow rate of 300 nL per min by applying a linear 
gradient from 2 to 40% solvent B over 38 min followed by a washing step for 5 min 
with70% solvent B and an equilibration step for 11 min with 2% solvent B. For 
ionization, a nanospray Flex Ion Source was used with a voltage set at 1.9 kV, and a 
capillary temperature at 275 °C. Full MS scans were acquired in the Orbitrap mass 
analyzer over an m/z range of 300-3,500 and a resolution of 70,000 at m/z 200. The 
target automatic gain control value of 1 × 106 was used with a maximum allowed 
injection time (Maximum IT) of 250 ms. For MS/MS, an isolation window of 2 m/z was 
utilized. Peptide fragmentation was performed using high-energy collision induced 
dissociation with a normalized collision energy set at 35. The tandem mass spectra 
were acquired over m/z 200-2,000 range in the Orbitrap mass analyzer with resolution 
of 35,000 at m/z 200 and an automatic gain control of 2 × 105. The ion intensity 
selection threshold was 6.7 × 104, and the maximum injection time was 150 ms. All 
these systems were fully controlled by Thermo Xcalibur 3.0 (Thermo Fisher Scientific). 
All data files (*.raw) collected were processed with a specific workflow designed in 
Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Fisher Scientific). MS/MS data was interpreted 
using two search engine Mascot (version 2.4.1, Matrix Science, London, UK) and 
Sequest HT (Thermo Fisher Scientific). Searches were performed against T. gondii 
(TGVEG, TGME49 and TGGT1 strains) protein sequences downloaded from 
www.toxodb.org. The Mascot ion score were >20 and Sequest HT XCorr >1.5. The 
decoy database search allowed us to control and to estimate the false positive 
identification rate. 

http://www.toxodb.org/
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II Caractéristiques de START domain containg protein (TgSTART) un des transporteurs 

de lipide chez T. gondii 

II-1 Analyse de la séquence de TgSTART 

Le gène TGGT1_223150 code pour la protéine prédite TgSTART : START domain 

containing proteine chez T. gondii, une protéine composée de 424 acides aminés prédictifs 

(ToxoDB). Les analyses bio-informatiques sont effectuées dans HHpred 

(https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred) (Zimmermann et al., 2018) à partir de la 

séquence d’acide aminé de TgSTART. Ces analyses nous ont rélévé que le domaine N-terminal 

de la protéine TgSTART est composé de 142 acides aminés (1-143 AA) et le domaine C-

terminal : START renferme 234 AA (190-424 AA) (Figure 18 A). Les deux domaines prédictifs 

sont liés par une petite séquence de 47 AA (Figure 18 A). Le domaine N-terminal code pour 

Retinol-Binding Protein (RBP) (HHpred) qui lie le retinol à partir d’une petite cavité (en rouge) 

située dans la structure prédictive, alors que le domaine START code pour StAR-related lipid 

transfer protein (HHpred) qui de part une grande cavité (en rouge) logée dans la structure 

predictive fixe les lipides (Figure 18 B). Les structures prédictives ont été obtenues par 

modélisation dans AlphaFold par Dr. Sophie ZINN-JUSTIN. 

Pour identifier les homologues de TgSTART (TGGT1_223150) présentes chez T. 

gondii, nous avons adopté l’algorithme du blast (Altschul et al. 1997). Nous avons recherché la 

séquence protéique de TgSTART (TGGT1_223150) dans ToxoDB. A l’issu de cela, deux 

homologues de TgSTART ont été identifiés chez T. gondii, il s’agit des gènes TGGT1_231000 

(857 AA) et TGGT1_236660 (1424 AA) dont les tailles prédictives sont respectivement deux 

et trois fois supérieures à celle prédictive de TgSTART (TGGT1_223150).  

https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred
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Figure 18 : Différents domaines et structures prédictives de TgSTART 

A : les domaines prédictifs de TgSTART, B : les structures prédictives des deux domaines de 

TgSTART  

II-2 Expression de TgSTART chez les parasites transgéniques de T. gondii 

L’immunofluorescence réalisée par microscopie confocale sur les parasites 

transgéniques knock-in de TgSTART en utilisant l’anticorps anti HA a révélé que la protéine 

TgSTART se présente sous forme de petites vésicules très brillantes (Figure 19). Ces vésicules 

sont présentes un peu partout dans le cytoplasme des parasites, laissant ainsi présumer que 

TgSTART fixe ou décharge les lipides qu’elle transporte au niveau de différents compartiments 

subcellulaires. L’expression de TgSTART dans les parasites transgéniques est confirmée par 

western blot réalisé sur des parasites transgéniques extracellulaires de TgSTART purifiés en 

utilisant l’anticorps anti HA du rat. A cet effet, nous avons constaté que la taille de TgSTART 

obtenue est d’environ 250 kDa (Figure 20) ce qui est environ 6 fois supérieure à la taille 

prédictive qui est de 42,4 kDa (Toxodb). L’iKO-HA-TgREMIND a été utilisée comme contrôle 

positif et les contrôles négatifs dans lesquels nous n’avons observé aucune bande dans les 

etxraits protéiques totaux de la souche RH-TaTi et de cellules HFF non-infectées. Tout cela 

nous a permis de conclure dans un premier temps que la bande située à environ 250 kDa est 

spécifique exprimée dans les parasites transgéniques, obtenus par la stratégie « knock-in » 

pourrait correspondre à TgSTART chez T. gondii. 
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Figure 19 : Localisation subcellulaire de TgSTART tagguée HA3x chez les parasites 

transgéniques 

 

Figure 20 : Western blot du lysat protéique total des parasites transgéniques de TgSTART-

HA3x avec l’anticorps anti HA 

 II-3 Distribution de TgSTART-HA3x par rapport aux organites et compartiments 

connus chez T. gondii 

Pour vérifier la distribution de TgSTART-HA3x par rapport aux différents organites et 

compartiments toxoplasmiques connus, nous avons effectué une double immunofluorescence 
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(IF) sur les parasites transgéniques exprimant la protéine TgSTART-HA3x, en utilisant les 

marqueurs spécifiques des différents compartiments et organites et l’anticorps anti HA. En 

effet, la distribution de TgSTART-HA3x est traduite par la colocalisation entre les protéines de 

ces compartiments et organites toxoplasmiques et la protéine TgSTART-HA3x. Ainsi, à l’issu 

de l’IF, nous avons constaté que malgré la présence de TgSTART-HA3x un peu partout dans 

le parasite, aucune des vésicules ne colocalise ni avec les marqueurs des rhoptries : ROP1 et 

ROP5 (Figure 21 a et b) ni avec le marqueur des micronèmes MA2P (Figure 21 c), ce qui nous 

laisse présumer que TgSTART-HA3x ne se situe pas au niveau de ces organites. Toutefois, 

nous ne pouvons exclure un contact temporaire et instable, ce qui fait que nous ne pouvons 

l’observer avec une technique d’immunofluroescence qui fixe à un instant précis les parasites 

intracellulaires. De même, elle ne colocalise non plus avec les marqueurs de l’ELC (Endosome-

Like-Compartiment) tels que Pro-ROP4 (Figure 20 d) et Pro-MA2P (Figure 21 e) qui sont les 

pro-protéines produites avant la maturation respective des rhoptries et des micronèmes. La 

protéine TgSTART-HA3x ne se situe non plus au niveau du complexe membranaire interne 

(IMC) (Figure 21 g). Par contre, nous avons constaté que certaines vésicules de TgSTART-

HA3x touchent quelques rares fois les protéines GRA1 et SAG1 qui sont respectivement les 

marqueurs des granules denses et de la surface de Toxoplasma gondii. Ces contacts avec les 

GRA sont peut-être aléatoires et dus au fait que les granules denses sont également distribués 

aléatoirement dans le cytoplasme du parasite comme TgSTART. En revanche, des contacts avec 

un marqueur de la membrane plasmique pourraient suggérer un lieu d’échange entre les lipides 

transportés par TgSTART. En conclusion, toutes ces observations ne nous ont pas permis de 

préciser avec certitude pour l’instant, le lieu de fixation et de décharge du type de lipide fixé 

par TgSTART. 
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Figure 21 : Distribution de TgSTART-HA3x chez Toxoplasma gondii 

II-4 Expression de TgSTART chez les parasites mutants Knockdown inductibles  

Nous avons essayé plusieurs fois sans succès d’obtenir le mutant iKO-TgSTART par la 

technique de Knock-Out inductible comme nous l’avons fait pour le gène de TgREMIND chez 

T. gondii. Cela pourrait être lié au séquençage partiel du gène de TgSTART puisque la séquence 

maximale du promoteur du gène TgSTART est de 604pb https://toxodb.org/cgi-bin/geneSrt, ce 

que nous avons utilisé pour le clonage donc inférieure à 1000pb cela n’a pas pu favoriser une 

recombinaison homologue. C’est ainsi que nous avons essayé d’obtenir le mutant Knockdown 

inductible de TgSTART grâce à la technique du système Auxine Dégron Inductible (AID) 

(Brown et al., 2018). En effet, deux clones ont été obtenus après criblage et l’intégration du 

plasmide dans le locus des parasites a été vérifiée à partir des amorces (voir Tableau III) par les 

deux PCR1 et PRC2 (Figure 22 A). A partir de la PCR1 une bande de 800pb qui représente le 

locus des parasites sauvages a été amplifiée, ce qui était négative pour les deux clones de 

TgSTART-3HA-AID. A l’opposé de la PCR1, la PCR2 a révélé une bande de 400pb 

https://toxodb.org/cgi-bin/geneSrt


 

126 
 

uniquement dans les deux clones représentant ainsi le locus des parasites mutants (Figure 22 

A). La disparition totale de la protéine TgSTART après le traitement des parasites avec 500 µM 

de l’IAA pendant une durée de 28h, a confirmé l’obtention du mutant TgSTART (Figure 22 C). 

L’expression de TgSTART dans les parasites mutants après l’IF réalisée en utilisant l’anticorps 

anti HA, a confirmé le signal de TgSTART qui se traduit par les mêmes vésicules très intenses 

et leur localisation cytoplasmique précédemment observés dans les parasites transgéniques de 

TgSTART. De même le Western blot effectué sur les parasites mutants de TgSTART a 

également confirmé non seulement l’expression de TgSTART, mais aussi la taille d’environ 

250 kDa de la protéine TgSTART (Figure 22 B) précédemment obtenue aussi à partir des 

parasites transgéniques. Pour avoir plus de certitude sur la taille de 250 kDa, nous avons essayé 

d’exprimer la protéine TgSTART dans la bactérie E. coli afin de produire de l’anticorps 

polyclonal anti TgSTART qui doit être testé sur les parasites sauvages. Ce qui n’a pas abouti 

car la protéine est insoluble. La protéine TgSTART étant l’un des partenaires lipidiques de 

TgREMIND identifiée par la GST-pull-down de TgREMIND, nous avons vérifié la distribution 

de TgSTART par rapport à TgREMIND. A l’issu de cela, nous avons constacté que les deux 

protéines se situent dans deux compartiments différents car elles ne colocalisent pas (Figure 22 

D). Nous n’avons pas pu poursuivre les expériences pour effectuer les analyses phénotypiques 

sur le mutant TgSTART-3HA-AID car ces résultats sont obtenus à la fin de notre thèse. 

 

 Figure 22 : Obtention du mutant knockdown TgSTART-3HA-AID 

A : PCR d’intégration du plasmide pLinker-AID-3xHA-DHFR-loxP dans le locus de T. gondii   



 

127 
 

B : expression et confirmation de la taille de TgSTART dans les mutants knockdown  

C : expression de TgSTART et sa dégradation en présence de l’IAA durant 28h 

D : distribution de TgSTART par rapport à TgREMIND chez T. gondii (échelle de l’image : 3 

µM) 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

La protéine TgREMIND (Toxoplasma gondii Regulator of Membrane Interacting 

Domain) est identifiée par l’immunoprécipitation de la protéine TgVPS35 (Sangaré et al., 

2016), laquelle est obtenue par l’immunoprécipitation de la protéine TgSORT (Sloves et al., 

2012). Les deux protéines TgVPS35 et TgSORT sont indispensables au trafic des protéines 

ROPs, MICs et GRAs ainsi qu’à la biogénèse des organites spécifiques chez T. gondii  (Sloves 

et al., 2012) ; (Sangaré et al., 2016). Ainsi dans cette première partie de ma thèse, nous avons 

montré l’implication de la protéine TgREMIND dans la biogénèse des organites sécrétoires 

spécifiques de T. gondii.  

Nous avons montré par bio-informatique que la protéine TgREMIND contient un 

domaine F-BAR et un domaine REMIND original et semblable à un domaine de la protéine 

SET-Binding Factor 2 (SBF2). Le domaine F-BAR est connu non seulement pour son 

implication dans la formation des vésicules, mais il induit également la courbure de la 

membrane, tout ceci en interagissant avec les phosphoinositides membranaires (Habermann 

Bianca, 2004) ; (Stanishneva-Konovalova et al., 2015) ; (Sharma et Caplan, 2016). Le domaine 

SBF2 interagit avec les protéines Rabs et fonctionne à cet effet comme un facteur pour 

l’échange du nucléotide guanine chez les mammifères (Yoshimura et al., 2010). Les protéines 

Rabs sont connues pour réguler non seulement les phosphoinositides membranaires chez les 

mammifères (Jean et Kiger, 2012), mais assurent également la régulation de la sécrétion et du 

trafic des protéines des micronèmes, des rhoptries et des granules denses chez les Apicomplexa 

(Kremer et al., 2013). Nous avons montré que la protéine TgREMIND s’accroche 

spécifiquement aux phosphatidylinositol 3,4 diphosphate, phosphatidylinositol 3,5 

diphosphates, phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphates et phosphatidylinositol 4,5 diphosphates 

membranaires. En effet, les phospholipides intracellulaires constituent chez les parasites 

Apicomplexa, un facteur clé qui contrôlent la sécrétion des organites. L’accumulation de l’acide 

phosphatidique, des PIP2 et de la phosphatidylsérine membranes des parasites favorise la fusion 

des membranes pour la sécrétion aussi bien des rhoptries que des micronèmes chez les parasites 

(Martin, 2015) ; (Bullen et al., 2016) ; (Suarez et al., 2019). Le PI (4,5)P2 est connu pour 

recruter et activer les protéines fixateurs de PI(4,5)P2 dans la régulation du complexe SNARE, 
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notamment Munc13-1/2, DOC2, SECs, syntaxine1 lors de la sécrétion et du trafic des vésicules 

chez T. gondii (Farrell et al., 2012); (Martin, 2015). Tout comme TgREMIND fixe les plusieurs 

PIP2 chez T. gondii, les protéines TgRASP2 de T. gondii et PfRASP2 du P. falciparum fixent 

également toutes deux à la fois PA / PIP2 à partir de leurs domaines C2 et PH, ce qui est 

indispensable à la libération des protéines des rhoptries chez les parasites Apicomplexa (Suarez 

et al., 2019). De plus nos résultats de la protéomique ont révélé la présence de plusieurs 

protéines kinases tels que phosphatidylinositol 3, 4 kinases et phosphatidylinositol 4 phosphate 

5 kinase et de Rab5 comme partenaires de TgREMIND. La protéine TgREMIND a pour autre 

partenaire lipidique, la protéine START (START domain containing protein), impliquée dans 

la fixation et la distribution des lipides chez les organismes eucaryotes. Les protéines TgSORT 

et TgVPS35 sont entre autres, des facteurs clés indispensables du trafic intracellulaire chez T. 

gondii comme chez plusieurs autres organismes eucaryotes (Sloves et al., 2012) ; (Sangaré et 

al., 2016). Ces protéines sont également identifiées comme des partenaires de TgREMIND 

comme bien d’autres protéines du trafic dont les protéines SECs. Ces dernières constituent 

d’ailleurs les majeurs composants du complexe COPII, qui est indispensable au transport 

vésiculaire du réticulum endoplasmique vers l’appareil de Golgi (Wang et al., 2020). Ces 

résultats de la protéomique montrent l’implication cruciale de TgREMIND dans le trafic des 

protéines ROPs / RONs et GRAs qui sont majoritairement aussi rapportées par protéomique 

comme étant des partenaires de TgREMIND. Par ailleurs, un certain nombre de protéines 

hypothétiques récemment étudiées chez T. gondii sont des protéines des granules denses et 

possèdent des domaines trans membranaires comme la plupart des protéines sécrétées par les 

granules denses (Bai et al., 2018) ; (Beraki et al., 2019). 

Nos résultats ont montré que la protéine TgREMIND est localisée au niveau du 

réticulum endoplasmique, dans les compartiments golgiens et post-golgien et aussi au niveau 

de l’endosome avec une forte concentration au niveau apical, où sont situées les rhoptries et les 

micronèmes chez Toxoplasma gondii. Les partenaires TgSORT et TgVPS35 de la protéine 

TgREMIND ont été aussi identifiées dans les compartiments golgiens et le compartiment de 

type endosomal (Sloves et al., 2012) ; (Sangaré et al., 2016). De plus TgREMIND colocalise 

avec le récepteur TgSORT, les protéines de rhoptries et de granules denses. 

 A partir de nos expériences basées sur la génétique inverse, nous avons montré que la 

protéine TgREMIND régule les fonctions des rhoptries et des granules denses chez T. gondii 

lors de l’invasion de la cellule hôte. Chez T. gondii, la protéine TgSORT est impliquée dans le 

transport antérograde du Golgi/post Golgi en se fixant aux portéines ROPs et MICs lors de la 

biogenèse des rhoptries et des micronèmes (Sloves et al., 2012) alors que lors du transport 
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rétrograde, TgVps35-retromer intervient dans le recyclage du récpeteur TgSORT, une fois 

qu’elle a relargué les ligands ROPs et MICs dans l’ELC (Sangaré et al., 2016). La protéine 

TgREMIND pourrait intergire avec sa partenaire TgVPS35 lors du récyclage de TgSORT en 

contribuant ainsi à la biogénèse des organites. En effet, TgSORT et TgVPS35, partenaires l’une 

de l’autre, représentent deux facteurs essentiels du trafic et de la biogénèse des rhoptries, des 

micronèmes et en plus des granules denses pour TgVPS35 (Sloves et al., 2012) ; (Sangaré et 

al., 2016). En effet, nous avons montré que seules les protéines des rhoptries et des granules 

denses sont affectées dans le mutant iKO-HA-TgREMIND et sont d’ailleurs les plus abondantes 

protéines issues du résultat de la protéomique de TgREMIND. Par contre, dans le mutant 

TgSORT seules les protéines des micronèmes et des rhoptries sont touchées et sont dispersées 

aussi bien dans le parasite que dans la cellule hôte (Sloves et al., 2012), contrairement à 

TgVPS35 à partir de laquelle TgREMIND est identifiée et dont l’absence provoque un désordre 

du tri à la fois des protéines des micronèmes, des rhoptries et des granules denses chez T. gondii 

(Sangaré et al., 2016). Nous avons également montré qu’en absence de TgREMIND, les 

parasites perdent leur capacité à se déplacer par « gliding » grâce à laquelle les parasites 

pénètrent normalement à l’intérieur d’une cellule hôte à infecter donc pouvant conduire à 

l’invasion et la dissémination au sein de l’hôte infecté. Par conséquent plus de formation des 

plages de lyse qui sont des séries multiples d’invasion et de sortie des parasites sur environ une 

trentaine de cycles de division de six heures chacun à l’intérieur d’un tapis confluent des cellules 

HFF sur une lamelle de verre, ce qui fait appraître des trous de lyse dans la monocouche du 

tapis cellulaire. Cela suggère ainsi que le cycle lytique de T. gondii requiert la présence de la 

protéine TgREMIND. De pareilles observations ont été faites avec les mutants de TgSORT 

(Sloves et al., 2012) et TgVPS35 (Sangaré et al., 2016). De même l’absence de la protéine 

RASP2 (Rhoptry Apical Surface Proteins) une protéine qui fixe les phospholipides aussi bien 

chez T. gondii que chez P. falciparum a non seulement conduit au blocage de l’invasion mais 

a induit également l’absence de la sécrétion des protéines des rhoptries chez le parasite (Suarez 

et al., 2019). 

Nous avons montré que dans le mutant iKO-HA-TgREMIND, les protéines GRA1 et 

ROP1 ne décorent plus la membrane de la vacuole parasitophore. Les protéines des granules 

denses sont cruciales aussi bien pour la virulence que pour la survie du parasite, en assurant la 

maintenance de la vacuole parasitophore et de la membrane de la vacuole parasitophore 

(Mercier et al., 2005) ; (Fox et al., 2019). Les protéines ROPs caractérisées par une sécrétion 

régulée, en plus de leurs interventions cruciales dans l’invasion de la cellule hôte, elles 

contribuent aussi à la mise en place de la vacuole parasitophore et de la membrane de la vacuole 
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parasitophore, tout comme les protéines GRAs qui en plus contribuent à l’acquisition des 

nutriments par le parasite (Carruthers et Boothroyd, 2007) ; (Hunter et Sibley, 2012) ; (Gold et 

al., 2015). Les protéines ROPs et GRAs sont d’autant plus reconnues pour leur synergie pour 

instrumentaliser la réponse immunitaire de l’hôte et sont indispensables à la virulence du 

parasite pendant l’infection chronique (Fox et al., 2016) ; (Behnke et al., 2016). Certaines 

protéines des rhoptries et des granules denses principalement ROP16 et GRA16 

respectivement, permettent au parasite de prendre le contrôle de la transcription des gènes de 

l’hôte après l’invasion. En effet, l’activation par phosphorylation des facteurs STAT3 et STAT6 

responsables de la transcription des gènes chez l’hôte est assurée par ROP16, qui après sa 

sécrétion migre dans le noyau de l’hôte et favorise la régulation de la transcription des gènes 

(Ong et al., 2010). Libérée dans le noyau de l’hôte infecté, GRA16 assure l’activation d’un 

autre facteur NFAT4 de transcription génique chez l’hôte et module l’expression de certains 

gènes de l’hôte (Ma et al., 2014). Chez P. falciparum, certaines PfHP sont identifiées pour 

induire la production des cytokines lors de l’infection palustre et aussi pour fixer des kinases 

diphosphates (Aguttu et al., 2021). Le fait que nos résultats ont révélé un impact strictement 

important sur les protéines ROPs et GRAs ainsi que sur les rhoptries et les granules denses 

respectifs par l’absence de la protéine TgREMIND laisse présumer que TgREMIND peut avoir 

aussi une fonction immunologique en plus de son rôle de régulateur des fonctions des proteines 

des rhoptries et des granules denses dans la biogénèse des organites sécrétoires à savoir les 

rhoptries et les granules denses chez T. gondii. 

La deuxième partie de mon travail a porté sur l’une des protéines à domaine START 

chez T. gondii, que nous avons nommé TgSTART. Le nombre de protéine START varie d’une 

espèce à une autre chez les organismes qui renferment les protéines START. Chez P. 

falciparum, un homologue Apicomplexa de T. gondii il existe quatre différentes protéines 

START (Gardner et al., 2002). Nous avons identifié au total trois protéines START chez T. 

gondii à savoir TgSTART (TGGT1_223150), TGGT1_231000 et TGGT1_236660. En effet, 

nous avons focalisé cette deuxième partie de ma thèse sur cette TgSTART (TGGT1_223150) 

puisqu’elle a été identifiée parmi les protéines précipités par TgREMIND-GST et analysées par 

specrtométrie de masse (analyse protéomique). Nous avons montré que TgSTART 

(TGGT1_223150) partenaire lipidique de TgREMIND est caractérisée par un domaine N-

terminal et un domaine C-terminal : START. En plus de ces deux domaines présents aussi chez 

PFA0210c de P. falciparum et ses orthologues PKH_020910 et PCHAS_020730 

respectivement de P. knowlesi et de P. chabaudi, les protéines START de Plasmodium SP 

possèdent du côté N-terminal une séquence signale et un motif PEXEL, qui sont reconnus pour 
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assurer l’exportation des protéines à l’intérieure des érythrocytes de la cellule hôte infectée 

(Ooij et al., 2008) ; (Marti et al., 2004) ; (Hill et al., 2016). Ces protéines START de 

Plasmodium spp renferment également une extension C-terminal qui est reconnue pour réguler 

l’expression des protéines chez les parasites (Hill et al., 2016), ce qui est absent dans la protéine 

TgSTART (TGGT1_223150) de T. gondii dont les deux domaines sont reliés par une petite 

séquence de 47 acides aminés. A partir des parasites transgéniques et du mutant knockdown 

inductible de TgSTART (TGGT1_223150), nous avons montré que la protéine TgSTART 

(TGGT1_223150) présente une taille réelle d’environ 250 kDa ce qui dépasse deux fois la taille 

prédictive de la protéine START (TGGT1_231000) et est d’environ 1,7 fois supérieure à la 

protéine START (TGGT1_236660). Mais chez Plasmodium SP, la taille de la protéine START 

PFA0210c (PF3D7_0104200) de P. falciparum est de 53 kDa et n’est que légèrement 

supérieure à celle espérée qui est de 46,6 kDa (Ooij et al., 2013). De même  PKH_020910 de 

P. knowlesi a présenté une taille de 55 kDa similaire à celle espérée qui est de 47,6 kDa (Hill et 

al., 2016). A partir de ces observations faites chez Plasmodium SP, Il est difficilement 

compréhensible que des modifications post traductionnelles telles que la glycolisation et la 

phosphorylation pourraient contribuer à cette grande différence de taille espérée (42,4 kDa) et 

celle obtenue (environ 250 kDa) c’est-à-dire plus de 5 fois plus grosse en taille. Ce résultat a 

été confirmé par deux techniques différentes (« gene knock-in et Knock down ») pour la 

protéine TgSTART (TGGT1_223150), donc il se peut que la bande 42,4 kDa espérée ne soit 

pas la bonne taille de TgSTART chez T. gondii mais plus tôt la taille d’environ 250 kDa. La 

seule explication qui nous reste pour le moment, serait une erreur dans l’annotation ou un 

séquençage partiel du gène TgSTART (TGGT1_223150) comme il est d’ailleurs indiqué pour 

certaines souches de T. gondii (https://toxodb.org/cgi-bin/geneSrt).  
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PERSPECTIVES 

A l’issu des divers résultats obtenus à partir de nos expériences, il est important 

d’indiquer pour les deux protéines à savoir TgREMIND et TgSTART les différents aspects 

suivants chez T. gondii.  

-Le fait que l’absence de la protéine TgREMIND affecte seulement les fonctions des protéines 

ROPs et GRAs, nous pourrions à terme envisager d’évaluer la virulence du mutant iKO-HA-

TgREMIND sur les souris qui sont le modèle le plus largement développé et établi pour étudier 

la toxoplasmose expérimentale in vivo, ce qui nous permettra d’analyses les différents 

paramètres immunologiques. 

-Le fait de créer des parasites transgéniques des partenaires lipidiques tels que les 

phosphatidylinositol kinases et de TgSTART à partir du mutant iKO-HA-TgREMIND 

permettra de connaître l’implication directe de TgREMIND dans la fonction de ces partenaires 

lipidiques chez T. gondii. 

-L’approfondissement de l’analyse du mutant knockdown inductible TgSTART-3HA-AID par 

des études phénotypiques permettra de : 

Montrer l’importance de la protéine TgSTART dans le trafic intracellulaire des facteurs de 

virulences tels que les protéines des rhoptries, des micronèmes et des granules denses et 

également sur la biogénèse des organites sécrétoires spécifiques associer à ces facteurs de 

virulence. 

Explorer peut-être des rôles possibles de TgSTART dans la formation du complexe 

membranaire interne, la membrane plasmique et la vacuole parasitophore chez T. gondii. 

-L’identification des partenaires de TgSTART favorisera la bonne compréhension du rôle de la 

protéine chez T. gondii. 

-Le gène TgSTART étant un partenaire du gène TgREMIND, l’obtention du Knock-in du gène 

TgREMIND dans le mutant knockdown inductible TgSTART-3HA-AID permettra d’observer 

l’effet de l’absence de TgSTART sur la fonction de la protéine TgREMIND.  

-La production de la protéine TgSTART recombinante dans la levure Saccharomyces cerevisiae 

qui se deroule en colaboration avec Dr José Luis VAZQUEZ-IBAR (I2BC, CEA), nous 

permettra dans un premier temps d’identifier la nature de lipide que fixe la protéine TgSTART 

chez T. gondii. Dans un second temps l’anticorps polyclonal anti TgSTART sera produit grâce 

à la protéine recombinante obtenue, ce qui va permettre de confirmer la taille de la protéine 

TgSTART chez T. gondii.  
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