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RESUME

Toxoplasma gondii, I'agent de la toxoplasmose, appartient aux parasites Apicomplexa, un phylum
dans lequel on retrouve de nombreux agents infectieux dangereux y compris Plasmodium falciparum,
I'agent causal du paludisme. Ces parasites possédent des organites apicaux spécifiques qui sont
spécialisés dans la sécrétion des facteurs cruciaux pour l'infection de I'héte. Ces organites sécrétoires
appelés rhoptries et micronémes contiennent des protéines qui semblent étre acheminées via une
voie endolysosomale apparentée. Toutefois, les récepteurs qui jouent un rdle clé dans le tri de ces
protéines et la biogenése des organites apicaux ne sont pas connus. Nous avons caractérisé un
homologue parasitaire de la sortiline, un récepteur transmembranaire de type | connu chez I'Homme
pour le tri et le transport des protéines. TgSORTLR pour «Toxoplasma gondii Sortiline-Like
Receptor» est localisé au niveau de I'appareil de Golgi et du réseau post-Golgien. TgSORTLR se lie
spécifiquement aux protéines de rhoptries et de micronémes a I'aide du domaine N-terminus. De plus,
I'extrémité N-terminus de TgSORTLR allant de I'acide aminé 39 a 202 est également nécessaire pour
la localisation subcellulaire golgienne/post-golgienne et ses fonctions de récepteur intracellulaire.
Nous avons montré que le domaine C-terminus de 154 acides aminés est déterminant pour la
localisation de TgSORTLR et qu'il se lie aux protéines cytosoliques telles que p1-adaptine, Sec23,
Vps9, Vps26 et Vps35. Nous avons démontré que ces partenaires cytosoliques co-localisent et se
fixent spécifiquement a TgSORTLR. Ces résultats suggérent que le domaine C-terminus de
TgSORTLR assure des fonctions importantes dans le transport antérograde ou rétrograde des
vésicules du trafic intracellulaire. Un mutant de T. gondii conditionnel dépourvu de TgSORTLR
entraine une délocalisation des protéines de rhoptries et de micronémes et une disparition des
organites apicaux, ce qui conduit a la forte atténuation de la virulence parasitaire chez la souris. En
conclusion, le récepteur TgSORTLR se comporte d'une maniére similaire aux sortilines des cellules
de mammifére et I'étude de ses fonctions nous permettra de récapituler en partie le systeme

endolysosomal et son réle dans le transport et la biogenése des organites vitaux de T. gondii.

MOTS CLEFS : parasitologie, Toxoplasma gondii, biologie cellulaire et moléculaire, trafic

intracellulaire, virulence, sortiline



A Sortilin-like receptor and endolysosomal related pathways are essential for
intracellular trafficking, apical organelle biogenesis and virulence in

Toxoplasma gondii

ABSTRACT

Toxoplasma gondii, the causative agent of toxoplasmosis belongs to the phylum named Apicomplexa
that also contains Plasmodium falciparum, the causative agent of malaria and others parasites such
as Cryptosporidium or Eimeria. Apicomplexan parasites are uniquely characterized by specific
organelles, rhoptries and micronemes, which are located at the apical end of the parasite. These
organelles are involved in the control of host-pathogen interactions. The proteins in these secretory
organelles are trafficked through the endolysosomal system. However, the receptors that play key
roles in protein sorting and biogenesis of these apical organelles remain to be identified. Here, we
report that the homologue of sortilin in T. gondii designated TgSORTLR for “Toxoplasma gondii
SORTilin-Like Receptor” is localized to Golgi and post-Golgi compartments and transports proteins
into rhoptries and micronemes via their specific interactions with TgSORTLR luminal domain. We
demonstrate that the C-terminus of TgSORTLR is also important for its subcellular localization through
binding to cytosolic components of vesicular trafficking proteins known to be involved in anterograde
and retrograde transports. The depletion of TgSORTLR using conditional knock-out strategy causes a
complete mis-localization of proteins of both rhoptries and micronemes, leading to the loss of these
apical organelles. These mutants display a strong attenuation of the parasite virulence in mice with the
absence of acute toxoplasmosis symptoms. Complementation of the strain lacking TgSORTLR
showed that N-terminal region between 39-202 amino acids indicated that the N-terminus, similarly to
the C-terminus is essential for its correct localization. We conclude that the full-length TgSORTLR

protein is required for its biological functions as intracellular sorting receptor in T. gondii.

KEY WORDS: parasitology, Toxoplasma gondii, cellular and molecular biology, intracellular

trafficking, virulence, sortilin
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INTRODUCTION

Le parasite intracellulaire Toxoplasma gondii est 'agent pathogéne responsable de la toxoplasmose.
Ce parasite est I'un des plus ubiquitaires sur la planéte et touche prés d’'un tiers de la population
mondiale. La toxoplasmose est souvent bénigne mais peut s’avérer grave voire mortelle, c’est
pourquoi la toxoplasmose demeure un enjeu en santé humaine chez la femme enceinte et le foetus ou
encore chez les personnes immunodéprimées (suite a une maladie comme le SIDA ou a un traitement
meédicamenteux immunosuppresseur). Outre le fait d'étre l'agent dune anthropozoonose
potentiellement mortelle, cet organisme constitue un modéle pour les parasites appartenant au
phylum des parasites Apicomplexa. Parmi le phylum Apicomplexa, on retrouve notamment
Plasmodium falciparum, I'agent responsable du paludisme qui tue prés d’'un million de personnes
chaque année, et d’autres agents dangereux pour les animaux et/ou 'Homme. Certains apicomplexes
sont également classés comme des agents du bioterrorisme. De plus, la découverte récente de
souches atypiques de T. gondii hautement virulentes ainsi que I'’émergence ou réémergence de
parasites résistants aux traitements actuels imposent un accroissement des connaissances

fondamentales et I'identification de nouvelles cibles thérapeutiques.

L’organisation ultrastructurale commune aux cellules eucaryotes et spécifique des apicomplexes fait
de T. gondii un excellent modéle de biologie cellulaire, en particulier pour I'étude de la biogenése des
organites et le trafic intracellulaire des protéines (Pelletier et al., 2002). T. gondii est une cellule
hautement différenciée et polarisée. En effet, en plus des organites « classiques » retrouvés chez les
autres eucaryotes, le parasite posséde au niveau de son apex des organites de sécrétion spécialisés
(micronémes et rhoptries) qui caractérisent les parasites Apicomplexa et qui constituent les deux

principaux acteurs responsables de la virulence.

A la suite d’'un contact avec une cellule héte, le toxoplasme va se ré-orienter, pénétrer activement a
I'intérieur de la cellule hote grace a une « jonction mobile » formée par les protéines sécrétées par les
micronémes et les rhoptries. Lors de la pénétration, le parasite va s’entourer d’'une membrane formant
la vacuole parasitophore qui va constituer la niche dans laquelle les parasites vont se répliquer. Ce
sont essentiellement les protéines des rhoptries qui sont responsables de la formation de la vacuole

parasitophore et qui vont moduler les réponses immunes ainsi que les activités transcriptionnelles et

14



métaboliques de I'héte. Le trafic intracellulaire et la biogenése de ces organites qui contiennent des
protéines de rhoptries capables d’activer et/ou d'inhiber des facteurs de I'immunité jouent un réle
capital dans la virulence et donc la pathogénie (Saeij et al., 2006 ; Taylor et al., 2006). En dépit de
'accumulation d’'un nombre significatif de données expérimentales concernant la biosynthése et
maturation de ces protéines de rhoptries et de micronémes, la biogenése des organites apicaux ainsi
que les récepteurs responsables du tri spécifique de ces protéines dans les organites restent des
champs d’investigation a explorer. Au cours de ma thése de doctorat, nous avons élucidé les
fonctions biologiques d’'une protéine de type sortiline identifiée par chromatographie d’affinité avec la
lectine Concanavaline A lors des précédents travaux du laboratoire (Fauquenoy et al., 2008). En effet,
les protéines de type sortiline sont connues chez différents organismes modeéles pour leurs roles
cruciaux dans le trafic de protéines. De plus, les sortilines humaines sont également impliquées dans
des maladies neurodégénératives (Parkinson, Alzheimmer) ou métaboliques (diabéte, maladies
lysosomales) chez 'THomme, Nous avons alors décidé d’approfondir ses fonctions biologiques chez T.
gondii. Mes travaux de thése visent donc a établir I'importance de cette protéine homologue a la
sortiline appelée TgSORTLR pour «Toxoplasma gondii SORTIilin Like Receptor» dans le tri et le
transport des protéines chez le parasite. La compréhension des fonctions biologiques du récepteur
TgSORTLR pourrait permettre d’élucider les différents mécanismes intervenant dans le trafic

intracellulaire et la biogenése des organites responsables de la pathogénie.
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Généralités

|. Toxoplasma gondii, le parasite Apicomplexe responsable de la

toxoplasmose

T. gondii est un protozoaire, parasite unicellulaire, appartenant au phylum des parasites Apicomplexa
dans lequel on retrouve d’'autres parasites responsables de maladies graves : Plasmodium (malaria),

Eimeria (coccidiose), Cryptosporidium (cryptosporidiose).

1. Historique et classification

Cet agent pathogéne fut découvert parallélement par Splendore chez des lapins au Brésil en 1908 et
par Nicolle et Manceaux a I'Institut Pasteur de Tunis. Ce sont ces derniers qui, aprés une épidémie de
laboratoire touchant des rongeurs Ctenodactylus gondii, vont identifier et nommer le parasite T.
gondii. Le nom de ce parasite a été proposé par Nicolle et Manceaux en 1909. Il doit son nom d’'une
part a sa forme arquée, Toxoplasma, du grec toxon - arc - et plasma - chose fagonnée/vie -, et d’autre
part au petit rongeur, gondii. T. gondii fut découvert chez 'homme par Darling la méme année et
retrouvé en 1923 par Janku dans des kystes rétiniens d'un enfant hydrocéphale. En 1937, Wolf et
Gowen rapportent le premier cas de toxoplasmose congénitale humaine (encéphalomyélite chez un
nouveau-né) et Sabin et Olitsky décrivent la symptomatologie de la toxoplasmose humaine. lIs
émettent en outre des hypothéses quant aux différences observées au niveau de la virulence de
diverses souches et un mode de contamination probable par ingestion de viande contaminée. Entre
1940 et 1942, les premiers cas mortels chez un homme adulte sont référencés (Pinkerton et Weinman
1940 ; Sabin 1942). Il faut attendre le début des années 50 pour qu’un lien soit établit entre
Toxoplasma gondii et des maladies inflammatoires ophtalmiques (Wilder, 1952). Le cycle biologique
du toxoplasme n’est établit que vers la fin des années 60 par Hutchison et Work d’'une part en 1965,

et par Frenkel et Dubey en 1969.
La classification de T. gondii est établit comme suit :

Phylum : Apicomplexa ; Levine 1970

Classe : Sporozoea ; Leukart, 1879
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Sous-classe : Coccidia ; Leukart, 1879

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

Famille : Sarcocystidae

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

Toxoplasma gondii est le seul représentant actuel du genre Toxoplasma

Il existe trois génotypes prédominants dénommeés souches de type I, Il et Il de T. gondii. Ce
classement a été instauré pour la virulence des parasites in vivo et corroborer plus tard par le
séquengage des génomes (Sibley et al, 1991). Des études épidémiologiques ont permis de
déterminer que les différents génotypes du T. gondii sont a I’ origine des différentes conséquences
pathogéniques. Chez la souris, un seul parasite de type | est suffisant pour entrainer la mort de
I'animal, tandis que pour les souches de type Il et lll, la dose Iétale est bien plus élevée (Boothroyd et
Grigg, 2002) et celles-ci sont capables d’entrainer une infection chronique en s’enkystant dans le
cerveau et les muscles du sujet ou I'animal infecté. La souche RH est une souche de type | hautement
virulente isolée a partir d'un cas d’encéphalite humaine aigué (Sabin, 1941). En Europe et en
Amérique du Nord 81% des souches isolées a partir de patients sont de type Il. En effet, la culture, la
manipulation génétique relativement aisée et I'existence de bons modéles animaux font de T. gondii,
un modéle de choix pour I'étude de la biologie, la biochimie et la génétique des parasites

Apicomplexa.

2. Toxoplasma gondii, un paradigme des parasites Apicomplexes

Tous les parasites Apicomplexa sont relativement proches d’un point de vue génétique ou dans le
mode de vie et l'organisation intracellulaire (Figure 1). Au sein du domaine eucaryote, les
Apicomplexa, les Dinoflagellés et les ciliés partage un ancétre commun (il y a 900 millions d’années)
et forment ensemble les Alveolata (Figure 1) qui possédent entre autre la méme architecture
pelliculaire constituée de trois membranes sous-tendues par des microtubules (Patterson, 1999 ; Fast

et al., 2002, Vaidya et Mather, 2009).
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Figure 1. Arbre phylogénétique basé sur les séquences de B-tubuline (neighbour-

joining pondéré) montrant certains parasites Apicomplexa. (D’aprés Leander et al., 2003).

Les Apicomplexa possedent un complexe apical fermé et ont perdus leur flagelle sauf certaines
formes de microgamétes. Ces parasites sont ensuite répartis en sous-classes notamment en fonction
de la présence d’ADN mitochondrial. On retrouve les Gregarines, les Coccidies, les haemosporidiens

et les piroplasmes (Hoppenrath et Leander, 2009).

Les études récentes suggérent que les eugregarines et les cryptosporidium constituent deux
embranchements trés proches et divergent davantage par rapport aux coccidies (Eimeria,
Toxoplasma), aux haemosporidiens (Plasmodium) et aux piroplasmes (Babesia) qui présentent de

fortes homologies (Hoppenrath et Leander, 2009 ; Vaidya et Mather, 2009).

Dans ce phylum, on retrouve des parasites responsables de maladies humaines et/ou vétérinaires
parmi lesquelles :

__Les Babesioses ou piroplasmoses qui sont des maladies dues a l'inoculation et a la multiplication de
parasites du genre Babesia, transmis par 'intermédiaire de tiques ixididés. Elles se caractérisent par

un syndrome pyrétique et hémolytique pouvant parfois entrainer de graves séquelles sur le foie et les
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reins voire le déces de I'héte. Cette maladie est d’'une forte importance vétérinaire (notamment chez le
chien) et agricole (notamment chez les bovidés). Pour 'lHomme, quelques espéces peuvent étre
pathogénes avec des impacts différents aux USA (Babesia microti) et en Europe (Babesia divergens).
Cette maladie est en effet plus fréquente aux USA avec un taux mortalité estimée a 5%. En Europe,
ce sont principalement les patients splénectomisés qui sont touchés avec un taux de mortalité de
40%.

Les cryptosporidioses sont responsables denviron 5 % des diarrhées chez les sujets
immunocompétents dans les pays en voie de développement (1 a 2 % dans les régions tempérées).
Ces maladies touchent un nombre croissant de personnes immunodéficientes chez lesquelles elles
causent 20% des diarrhées en France. Ainsi, les cryptosporidium peuvent dans certains cas conduire
a de graves syndromes hémorragiques et a une déshydratation avancée. Ces parasites sont par
ailleurs responsables d’atteintes digestives chez les animaux jeunes et ce notamment dans les
élevages avec une perte économique importante.

_Les coccidioses causées par les parasites du genre Eimeria représentent un enjeu économique
important dans les élevages notamment aviaires dans le monde. Ce parasite va coloniser les cellules
intestinales des oiseaux, des chévres des lapins,...et va causer des hémorragies (perte de poids,
déces).

_Le paludisme causé par le genre Plasmodium. Le parasite du paludisme est transmis a I’'Homme par
l'intermédiaire de la piqlre de la femelle anophele. L'Homme représente I'hdte intermédiaire dans le
cycle de vie du parasite ou la phase sexuée se déroule chez le moustique. Chez 'Homme, le parasite
infecte les cellules du foie, puis les hématies. Il existe de multiples espéces de Plasmodium pouvant
infecter différents animaux. Quatre espéces peuvent infecter I’'Homme : Plasmodium vivax, malariae,
ovale et falciparum. Ce dernier est la cause la plus courante des infections paludéennes (80%) et le
plus mortel (90% des décés). Le paludisme touche prés de 30 a 40% de la population mondiale
(surtout en Afrique subsaharienne mais aussi Asie, Amérique latine, Moyen-Orient, Europe). Il infecte
entre 250 et 500 millions de personnes par an et en tue selon les chiffres de TOMS prés de 655000
(nombre de cas déclarés et confirmés en 2011). Cependant, certains experts évoquent le chiffre d’'un
a deux millions de morts chaque année. Le paludisme demeure la parasitose la plus importante et

des résistances de Plasmodium falciparum aux artémisines ont été confirmées en Asie (Cambodge,
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Thailande, Viet Nam) en 2009. De plus, le probléme de la résistance du moustique aux insecticides

semble également s’aggraver.

3. Le cycle de vie et les différents stades parasitaires de Toxoplasma gondii

On retrouve chez 'Homme le tachyzoite qui est la forme végétative du parasite et capable d’infecter
n’importe quel type de cellules nucléées et le bradyzoite est la forme latente du parasite que I'on
retrouve dans des kystes présents dans le cerveau et les muscles. Il existe deux types de cycles de
vie du parasite : monoxene (court), sans hote intermédiaire, ou hétéroxene (long) via un ou plusieurs
hétes intermédiaires. La phase asexuée se déroule au sein d'un vertébré homéotherme (hote

intermédiaire).

a. Laphase sexuée du cycle

La phase sexuée du cycle de vie ou gamogonie se réalise uniquement chez un félidé (héte définitif)
au niveau des cellules de I'épithélium intestinal aprés ingestion de kystes toxoplasmiques. Les
enzymes digestives vont en effet dégrader la paroi kystique protégeant les bradyzoites qui vont donc
étre libérés, puis vont pénétrer les entérocytes. Il va alors y avoir une série de divisions asexuées (la
schizogonie) résultant en la production de schizontes qui vont s’'individualiser en mérozoites suite a la
fragmentation des cytoplasmes. Ces mérozoites se différencient ensuite en gamétes:
microgamétocytes males et macrogamétocytes femelles. Aprés fécondation, les zygotes deviennent
des oocystes. C’est sous cette derniére forme, treés résistante, que les parasites sont relargués par
I’hote dans les feces. Les parasites peuvent alors demeurer trés longtemps dans I'environnement. La
sporulation d’'un oocyste conduira ensuite a la formation de huit sporozoites haploides infectants

(Figure 2).
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Figure 2: Cycle évolutif et pathogenése de Toxoplasma gondii (adapté de Ferguson, 2002). Le

chat, ou héte définitif ingére les parasites (kystes dans les tissus). Invasion des entérocytes, divisions
puis différenciation et phase sexuée du cycle. Formation doocystes qui sont relargués dans
I'environnement. Formation des sporozoites et ingestion par les hétes intermédiaires (souillures
présentes sur les aliments). La différenciation en tachyzoite, multiplication puis conversion en
bradyzoite (kystes) dans le cerveau et les muscles sont décrites. Les fleches rouges en point tillés
indiquent les modes de transmission a 'Homme : ingestion d’oocystes sur des végétaux mal lavés ou
par contact avec les feces du chat; ingestion de kystes présents chez les animaux d’élevage ;

transmission transplacentaire.

b. L’Homme, un héte intermédiaire dans le cycle de vie de T. gondii

L’infection de I'héte intermédiaire se fait via la chaine d’alimentation (ingestion d’oocystes ou de
kystes contenus dans la viande). Les bradyzoites ou les sporozoites libérés dans les cellules
intestinales se différencient en tachyzoites, c’est-a-dire la forme virulente caractéristique de la phase

aigué de linfection (Figure 2). Ces tachyzoites se disséminent dans I'héte jusqu’a I'induction d’'une
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réponse immunitaire qui va en éliminer une forte proportion. Cependant, une partie des tachyzoites va
se différencier en bradyzoites et s'enkyster, ce qui conduit a la phase chronique de l'infection. Lorsque
le systéme immunitaire de I'hbte est compromis, le bradyzoite peut se redifférencier en tachyzoite.
Cette réactivation engendre des Iésions tissulaires, notamment encéphaliques, dont les

conséquences peuvent étre fatales.

c. Lesdifférents stades parasitaires

Le tachyzoite ou forme virulente asexuée invasive du parasite se multiplie trés rapidement a
l'intérieur d’'une vacuole parasitophore dans les cellules de I'héte intermédiaire. C’est une cellule de
forme arquée de 6 a 8 um de longueur et de 2 a 3 pm de largeur. L’extrémité apicale du tachyzoite est
plus effilée que I'extrémité basale et le noyau occupe une position centrale dans le parasite (Fortier et
Dubremetz, 1993) (figure 3A).

Le bradyzoite ou forme latente asexuée du parasite se multiplie trés lentement chez I'hote
intermédiaire. Il est similaire au tachyzoite mais est plus effilé, le noyau se retrouve excentré au pdle
basal (Figure 3B). On retrouve les bradyzoites parfois par centaines dans les structures kystiques
(Figure 3D).

Les schizontes sont de grosses cellules possédant de nombreux noyaux et qui donneront
apres cytokinese des mérozoites (Figure 3F). Les mérozoites sont de petites cellules ovoides issues
de la schizogonie d’un bradyzoite ou d’'un sporozoite dans l'intestin de I'hote définitif.

Les gamontes sont les formes sexuées du parasite. Les microgamontes males immatures se
différencient en microgamétes matures qui sont de trés petites cellules possédant deux ou trois
flagelles (Figure 3G). Les macrogamontes femelles sont de plus grosses cellules.

L’oocyste non sporulé, résultat de la fécondation durant le cycle sexué est sphérique et
mesure 10 a 12 ym de diameétre. Il est entouré d’'une double couche formant une paroi (Figure 3H).
L’oocyste sporulé est composé de deux sporocystes, chaque sporocyste contenant quatre sporozoites

(Figure 3E).
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Figure 3 : Morphologie des différents stades parasitaires. 3A : Ultrastructure d'un tachyzoite de
Toxoplasma gondii par microscopie électronique (d’apres Coppin et al., 2003) ; C : conoide, M :
microneme, R : rhoptrie, DG : granule dense, N : noyau. 3B : Ultrastructure d’un bradyzoite de
Toxoplasma gondii (d’aprés Coppin et al., 2003) ; AG : grain d’amylopectine. 3C : Vacuole
parasitophore contenant huit tachyzoites (d’aprés Shaw et al., 2001). 3D : Kyste toxoplasmique
contenant des bradyzoites (d’aprés Dubey, 2007.). 3E : Oocyste contenant des sporozoites (fléches)
(d’'aprés Dubey, 2007). 3F : Schizonte présentant des mérozoites en train de s’individualiser. 3G :

gameéte male avec deux flagelles. 3H : oocyste sporulé avec une double paroi.

4. La toxoplasmose

a. Risque infectieux et prévalence

La toxoplasmose est une maladie cosmopolite répandue sur toute la surface du globe. La prévalence
de la maladie est majoritairement liée a la consommation d’aliments souillés. L'Homme peut ainsi étre
contaminé, comme tout autre héte, par divers biais et on distingue deux modes de transmission :

horizontale et transplacentaire. La transmission horizontale correspond a l'ingestion d’oocystes ou de
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kystes toxoplasmiques. La transmission transplacentaire est la transmission au foetus de tachyzoites
qui ont pu traverser la barriere placentaire. La contamination des aliments et le risque infectieux
proviennent majoritairement de la présence d’oocystes infectieux qui sont des formes résistantes qui
peuvent perdurer dans les sols et les eaux souillés par les déjections des hétes définitifs. L'Homme
consomme également des herbivores (moutons, porcs, bovins) qui broutent au ras du sol souillé et qui
représentent les animaux les plus atteints. En France, 72% des moutons, 28% des porcs et 4% des

bovins sont infectés.

En Europe, la séroprévalence de la toxoplasmose humaine est de 54% et touche toutes les
populations. On arrive a corréler le type de maladie engendrée et les différentes souches de
toxoplasmes existantes. Une étude a démontré que chez les patients atteints de la toxoplasmose
oculaire, on ne retrouve que des souches de type | et Il (Vallochi et al., 2005). Deux études, dont une
en France, ont également permis de déterminer que la toxoplasmose congénitale semble étre due a
une infection par un parasite de génotype Il (Howe et al, 1997 ; Ajzenberg et al.,2002). Dans certaines
régions du globe, comme au Salvador, la prévalence peut grimper jusqu’a 75-80%. Ces différences de
proportion doivent étre dues a plusieurs facteurs concomitants comme la présence abondante de
I'hote définitif, les conditions d’hygiéne, les modes de vie et de culture (Tenter et al., 2000). En
France, la prévention de la toxoplasmose est une priorité du programme d’action de I'Institut de Veille

Sanitaire (AFSSA, 2005).

La maladie peut se décomposer en deux phases successives. En premier lieu, la toxoplasmose aigué
ou les tachyzoites se disséminent dans I'organisme de maniére active, en traversant les épithéliums,
jusque dans des organes cibles tels que les muscles, le cceur ou les poumons, ou de maniére
passive, en pénétrant et en détournant les cellules effectrices du systéme immunitaire de I'héte, pour
ainsi rejoindre des organes moins accessibles, comme le cerveau. Sous la pression du systeme
immunitaire chez les hétes immunocompétents, les parasites vont se différencier en bradyzoites et
s’enkyster. Ces kystes toxoplasmiques vont perdurer durant toute la vie de I'héte principalement dans
le cerveau et les muscles. Au cours de cette phase chronique les bradyzoites contenus dans les
kystes vont échapper au systéme immunitaire et seront insensibles aux médicaments qui sont

efficaces contre les tachyzoites de la phase aigué de I'infection.
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La toxoplasmose est dans la plupart des cas bénigne. Les symptomes, similaires a ceux d'une
mononucléose ne durent que quelques jours ou quelques semaines avant de disparaitre chez les
sujets immunocompétents. Chez les patients infectés, 10 a 20% développent un syndrome pseudo-
grippal ou une lymphadénite (fievre, malaise, myalgie, céphalée, maux de gorge, lymphadénopathie et
éruption cutanée). Des symptémes sévéres tels que des myosites, myocardites, pneumopathies ou
encore des signes neurologiques sont possibles mais rares. Cependant, lorsque le systeme
immunitaire de I'h6te infecte est affaibli, la maladie devient bien souvent létale sans traitement. En
effet, si le diagnostic et le traitement ne sont pas mis en place suffisamment t6t, les kystes cérébraux
vont libérer des bradyzoites qui vont se différencier en tachyzoites et envahir les cellules du systeme
nerveux central, conduisant a une toxoplasmose encéphalique entrainant un décés de 10% des
patients. Lors d’'une primo-infection chez la femme enceinte, la transmission transplacentaire au foetus
peut engendrer de graves séquelles irréversibles voire la mort de ce dernier. L’incidence de la
toxoplasmose congénitale est de 1 a 2 pour 1000 naissances. Chaque année, environ 2500 enfants

naissent avec une toxoplasmose congénitale.

Méme si la toxoplasmose est bien évidemment un probléme en santé humaine, elle est également un
enjeu majeur de santé vétérinaire puisqu’elle est responsable de nombreux avortements et est

capable de décimer des cheptels entiers (Dubey et Lindsay, 2006)

b. Diagnostique et pathogenése

Le prélevement de sang veineux est le moyen le plus utilisé pour établir le diagnostic. Les anticorps
anti-T. gondii de type IgG apparaissent juste aprés les IgM et persistent indéfiniment a un taux assez
faible. Le diagnostic est basé sur la cinétique des IgG précoces et tardifs. Leur détection a un taux
relativement faible et stable aprés au moins deux prélévements, sans IgM ou a un taux extrémement
faible indique une immunité ancienne probable de plus de deux mois. Ainsi le suivi des IgG et surtout

des IgM sont utiles pour connaitre le moment de I'infection.

En cas de toxoplasmose aigué, différents médicaments sont utilisés, certains en synergie :
pyrimethamine+sulfadiazine, clindamycine, spiramycine (chez la femme enceinte). Ces molécules
possédent une activité plus ou moins efficace avec des effets secondaires pouvant étre prononcés.

En effet, ces effets secondaires sont souvent mineurs mais parfois il peut y avoir, par exemples des
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neuropathies et des syndromes de Lyell. Par ailleurs, des résistances sont actuellement en train
d’émerger chez T. gondii et surtout, aucun traitement n’est réellement efficace contre la forme latente

de la maladie. Aucune vaccination n’existe a I'heure actuelle pour 'Homme.

Des diagnostiques tels que la culture cellulaire a partir de prélévements, des études histologiques ou
des méthodes de biologie moléculaire telle que la PCR, surtout pour la toxoplasmose in utero

viennent compléter I'arsenal des tests pouvant aider a poser un diagnostic efficace.

_ Chez la femme enceinte

Chez toute femme enceinte, le diagnostic sérologique est réalisé en début de grossesse afin de savoir
si elle est déja séropositive et est ainsi protégée contre une nouvelle infection. En cas d’absence
d’immunité, des précautions, essentiellement concernant I'alimentation doivent étre prises pour ne pas
contracter la maladie durant la grossesse, et une surveillance sérologique est effectuée tous les mois
jusgu'a la fin de la grossesse. En cas de séroconversion, un traitement est administré (spiramycine ou
la rovamycine), en attendant un diagnostique plus précis. Cela permet d’éliminer l'infection dans 90%
des cas. En France, actuellement, le taux de séroconversion chez une femme enceinte non prémunie
est de 1 a 2 %.et malgré les dépistages prénataux obligatoires, on recense encore 2500 cas de

toxoplasmose congénitale chaque année.

_ Chez le feetus et le nouveau-né le parasite est capable de passer la barriere hémato-placentaire, et
peut ainsi se retrouver dans le placenta puis dans le systéme circulatoire du foetus. Les risques pour
le foetus sont élevés : hydrocéphalie, retard mental, calcification intracranienne, choriorétinite, ictére et
parfois une atteinte de tous les organes. Dans certains cas un avortement tardif ou une mort foetale in
utero sont possibles. Mais il peut arriver que chez I'enfant la maladie soit inapparente. La transmission
parasitaire du placenta au foetus est plus fréquente en fin de grossesse. Dans le cas d’'une primo-
infection maternelle en cours de grossesse, la contamination foetale n'est observée que dans 30 a
40% des cas. La sévérité de l'infection foetale dépend du nombre et de la virulence des parasites, de
l'immaturité immunitaire du foetus, de I'état du systéeme immunitaire de la mére ainsi que de l'intégrité
du placenta (Fricker-Hidalgo et al., 1996). Plus T. gondii est transmis tard, moins les Iésions sont
graves. Les enfants doivent toutefois étre traités (pyrimethamine, adiazine, acide folinique) car ces
formes stationnaires d'infection peuvent se réactiver plusieurs années plus tard. Une des méthodes de

diagnostic de la toxoplasmose congénitale est basée sur I'échographie qui peut révéler une ascite,
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une augmentation de volume du foie ou une dilatation des ventricules cérébraux. L'examen du liquide
amniotique et surtout du sang du cordon permet un diagnostic plus précoce. Aprés une grossesse
marquée par une suspicion de toxoplasmose, différents examens et traitements sont pratiqués chez

I'enfant. La surveillance sérologique s'étend généralement jusqu’au premier anniversaire de I'enfant.

Chez les patients séropositifs immunodéprimés suite a un traitement médicamenteux
(immunosuppresseurs, chimiothérapie) ou une maladie (cancer, SIDA), la toxoplasmose peut se
révéler fatale en I'absence de traitement. Avec 'apparition du SIDA, on observait de nombreux cas
d’encéphalites (Figure 4A). Chez les patients séropositifs pour le VIH, I'avénement de la trithérapie a
permis de réduire la mortalité jusque 10 a 20%, et 30% pour les séquelles neurologiques. Les lésions
principales sont retrouvées dans le systéme nerveux central puis au niveau oculaire (Figure 4). Dans
de rares cas, il est possible que I'infection provoque des pneumopathies ou se généralise. Selon les
enquétes, 12 a 47 % des personnes infectées par le virus du VIH et séropositives pour T. gondii,
souffrent d’'une réactivation parasitaire en I'absence d’un traitement prophylactique efficace (Kasper
and Buzoni-Gatel, 1998). En France, le nombre de cas déclarés de toxoplasmose chez les patients
atteints du VIH est d’environ 200 par an, aprés avoir sensiblement diminué entre 1992 (800 cas) et
1997 (250 cas) avec I'avenement des trithérapies (AFSSA, 2005).

La toxoplasmose peut aussi étre contractée lors de la greffe d’'un organe. Le risque est élevé lors des
greffes cardiaques et I'évolution trés grave lors de greffes de moelle (Montoya et al., 2001 ; Martino et
al., 2000). On estime que 10% des sujets contractant la toxoplasmose lors de la greffe vont
développer la maladie (Gallino et al., 1996). Il a été démontré que lors d’'une greffe d’'organe ou de
moelle osseuse, le patient receveur, soumis au traitement immunosuppresseur mis en place pour
éviter les épisodes de rejet ou a une irradiation réalisée avant la greffe, peut développer une

toxoplasmose lorsque le greffon est issu d’'un donneur infecté (Hill and Dubey,2002).

_ La toxoplasmose oculaire.

Il s'agit de la premiére infection du segment postérieur de I'ceil (Figure 4B). Dans la plupart des cas, la
gravité est modérée mais dans un nombre non négligeable de cas le pronostique visuel est engagé.
Un ancien dogme considérait que celle-ci découlait d’'une infection congénitale mais des observations
plus récentes attestent de chrorio-rétinites dues a une primo-infection chez I'adulte. Pour le
diagnostique, I'observation et le préléevement d’humeur aqueuse puis détection d’anticorps anti-

toxoplasme sont nécessaires.
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_ Les autres formes de toxoplasmose

Dans de rares cas, des tachyzoites vont pouvoir pénétrer dans I'’épiderme et entrainer des ulcérations
diverses. Il s’agit de la toxoplasmose cutanée. Il a été également décrit que I'infection par T. gondii
pourrait aussi engendrer un désordre psychiatrique dans certains cas. En effet, la présence de
toxoplasme est davantage fréquente chez les patients atteints de schizophrénie, d’anxiété ou de
dépression (Kar et Misra, 2004 ; Henriquez et al., 2009). Il semble que le parasite puisse modifier le
« comportement » de son héte en agissant sur la dopamine. Il a d’ailleurs été démontré que les rats
infectés par T. gondii étaient moins craintifs des chats et que les réflexes de fuite étaient retardés ou
altérés. lIs étaient donc préférentiellement ingérés, ce qui permettrait au parasite de se propager et de
réaliser un cycle de vie efficace (Berdoy et al., 2000).

En Guyane frangaise, des dizaines de cas de toxoplasmose disséminée, menagant le pronostic vital,
ont été décrites chez des sujets immunocompétents (Grigg et al., 2001 ; Carme et al., 2009). Ces
formes sévéres, connues localement sous le nom de toxoplasmose « guyanaise» ou
« amazonienne », remettent en cause la vision « occidentale » d’une infection toujours bénigne chez
'immunocompétent, liée a un cycle domestique du toxoplasme avec seulement 3 souches clonales. Il
s’agit en effet de souches trés atypiques, ne suivant pas la classification classique de souches de type

[, Il et

Figure 4. Atteintes cérébrale et oculaire de la toxoplasmose. A : IRM cérébrale d’'un patient atteint

de toxoplasmose encéphalique. B : Choriorétinite consécutive a une toxoplasmose congénitale
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c. Immunité contre la toxoplasmose

e Immunité Innée

Aprés l'ingestion de kystes et la réactivation des parasites en tachyzoites, les entérocytes répondent a
la pénétration du parasite en sécrétant des cytokines et des chimiokines qui attirent au lieu de
l'infection des cellules du systéme immunitaire et notamment les PMN (neutrophiles, basophiles et
eosinophiles). Il y a alors la sécrétion de monoxyde dazote (NO), dinterleukine- 12 (IL-12),
d’interféron-y (IFN-y), de tumor necrosis factor-a (TNF-a) engendrée par I'activation de la réponse
immune. La réponse immune intestinale vise a limiter la prolifération et la propagation du parasite.
Cependant, le parasite va alors pouvoir coloniser les macrophages, les monocytes et les cellules
dendritiques présents dans les plaques de Peyer et la lamina propria. Ce processus va permettre au
parasite de migrer dans les différents organes tels que la rate, le poumon le foie jusqu’a pénétrer dans
le cerveau.

L’infection par les tachyzoites induit une réponse de type Th1 par induction de facteurs tels que
STAT1 ou STAT4, ce qui entraine la sécrétion de I'INFy par les lymphocytes T et CD8+ aboutissant a
une activité cytotoxique contre les cellules infectées (Cai et al., 2000 ; Gavrilescu et Denkers, 2003).
L’INFy est également produit par les cellules Natural Killer (NK) et représente un régulateur crucial
dans la lutte contre le parasite (Sher et al., 1993 ; Fukao et al., 2001).

Des cofacteurs tels que I'lL-1, I'IL-15, I'IL-18, le TNF a et CD28 agissent en synergie avec I'IL-12
produite par les DC pour permettre la production d'IFNy par les NKs (Denkers et al., 2004).

Lors de linfection, les macrophages principalement mais aussi les polynucléaires neutrophiles
produisent de I'lL12 (Gazzinelli et al., 1993 ; Bliss et al., 1999).

Une cyclophiline parasitaire, la cyclophiline-18 se lie au récepteur a chimiokine CCR5 présent sur les
cellules dendritiques (DC). Cette fixation déclenche la production d’IL-12. Les TLR (Toll Like
Receptor) interagissent avec différentes structures parasitaires : TLR11 lie la profiline (Yarovinsky et
al., 2005) et les complexes TLR2 et TLR1 ou TLR6 ont pour ligand les ancres GPI (Yarovinsky et Sher
2006).

Les mécanismes de la réponse immunitaire surtout INFy et IL-12 vont limiter I'infection aboutissant a

la différenciation du tachyzoite en bradyzoite.
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Aprés phagocytose, les macrophages vont présenter les antigenes de T. gondii via les CMH
(Complexe Majeur d’Histocompatibilité) a la surface cellulaire et activer les LT CD4+ et CD8+. Les
macrophages et les DC vont alors assurer le lien entre immunité innée et adaptative (Denkers et

Butcher, 2005)

e Immunité adaptative

Suite a l'infection, I'hdte produit des taux élevés d’lgM et d'IgG grace a la prolifération des
lymphocytes B activés lors de la phase innée (Montoya et Liesenfeld, 2004). Les anticorps produits
vont opsoniser les parasites extracellulaires et les conduire a la phagocytose par les macrophages et
les molécules du complément entrainent la lyse des parasites (Sibley et al., 1985). Des souris
déficientes en lymphocytes B survivent a la phase aigué de l'infection mais meurent lors de la mise en
place de la phase chronique, 3 a 4 semaines apres l'infection (Kang et al., 2000). L'impact de la
déficience en lymphocytes T a été observé la premiére fois chez les patients sidéens dépourvus de
lymphocytes TCD4+. Des travaux menés sur le modéle murin ont montré que la réponse a long terme
est dépendante de la production d’IFNy produite en grande quantité par les lymphocytes T CD4+ et
CD8+ pour contréler la réplication des parasites au sein des kystes (Gazzinelli et al., 1992 ; Johnson,
1992 ; Beaman et al., 1994). Ces lymphocytes T sont activés par le CMHII présenté par les DC, les
macrophages et les lymphocytes B. Aprés une seconde stimulation des lymphocytes T, il y a
production de I'lL-12 permettant leur prolifération (Villegas et al., 1999). L’IL-12 est donc un élément
majeur a la survie de la souris mais aussi au contréle de I'infection a plus long terme (Khan et al.,
1994 ; Villegas et al., 2002). D’autres cytokines comme I'lL-7 et I'lL-15, sont impliquées dans la

croissance des lymphocytes T et dans I'immunité a long terme contre le toxoplasme.

[l.  Ultrastructure de T. gondii : une cellule eucaryote parasitaire polarisée

La structure d’'un tachyzoite est a la fois typique des cellules eucaryote mais également trés originale
(Figure 5). En effet, le parasite Toxoplasma gondii est une cellule eucaryote qui posséde tous les
organites classiques tels que le noyau (haploide, 80 Mb), une mitochondrie, un réticulum
endoplasmique, un appareil de Golgi et de nombreux ribosomes. Cependant, cette cellule a évolué
vers un mode de réplication parasitaire et a pour cela sélectionné un arsenal d’organites spécifiques

pour son pouvoir infectieux ou parasitisme. Ces organites particuliers qui définissent le phylum
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Apicomplexa sont situés a I'apex du parasite (pble par lequel le parasite va pénétrer la cellule hbte)
(Figure 5). T. gondii est une cellule eucaryote hautement différenciée avec une structure orientée tres

organisée.

conoide

rhoptrie

microneme
Apicoplaste
Golgi
mitochondrie

pellicule

granule dense

reticulum
endoplasmique

Figure 5. Ultrastructure du tachyzoite. A gauche : image de microscopie électronique d'un
tachyzoite intracellulaire (D’aprés Dubey et al., 1998) ; Co : conoide ; Mn : microneme ; Pv : vacuole
parasitophore ; Rh: rhoptrie; Go: Golgi; No: nucléole; Nu: noyau; Lb: corps lipidique ;
Dg :granules denses ; Am : amylopectine. A droite : Schéma d’'un tachyzoite montrant les principaux
organites (adapté de Joiner et Roos, 2002). La pellicule est constituée de la membrane plasmique

(noir) et du complexe membranaire interne (vert).

1. Les organites classiques des cellules eucaryotes

Le tachyzoite dispose d’'un noyau contenant un génome haploide de 61.6 Mb qui sont réparties sur 14
chromosomes dont les tailles varient entre 2 et 8 Mb. L'organisation nucléosomale est analogue a
celle des eucaryotes (Meissner and Soldati, 2005 ; Khan et al., 2005). Outre ce génome nucléaire, le

parasite dispose de deux génomes extra-nucléaires avec l'apicoplaste, un organite spécifique des
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parasites Apicomplexa et la mitochondrie. Le tachyzoite posséde une mitochondrie unique présentant
un génome de 6 kb. Le réticulum endoplasmique constitue I'intermédiaire obligatoire des voies de
transport et de sécrétions protéiques vers la membrane plasmique et le complexe membranaire
interne (CMI), mais aussi vers l'apicoplaste, les micronemes, les rhoptries et les granules denses
(GD) et est le lieu de la synthese de glycérolipides parasitaires. Le tachyzoite possede un appareil de
Golgi unique simplifié, comprenant 3 a 5 citernes, et situé au-dessus du noyau (Coppens et al., 1999 ;

Pelletier et al., 2002).

2. Les organites typiques des parasites Apicomplexa

T. gondii posséde plusieurs compartiments spécifiques ou particuliers comme [I'apicoplaste, la
pellicule présentant trois membranes et le cytosquelette ou les microtubules sont extrémement stables
et rigides. Le parasite posséde également des organites de sécrétion qui fonctionnent lors de
l'invasion selon la séquence suivante: les micronémes dans la reconnaissance de la cellule héte, les
rhoptries dans la formation de la vacuole parasitophore et la modulation de la réponse immune. Ces
deux organites sont localisés au niveau du complexe apical. Enfin, T. gondii dispose d’'un troisieme
organite de sécrétion ou les granules denses disséminés dans tout le parasite et qui sont impliqués
dans la maturation de la vacuole parasitophore en un compartiment fonctionnel assurant le

développement du parasite (Carruthers et Sibley, 1997).

a. L’apicoplaste

L’apicoplaste est un organite uniquement présent chez les parasites Apicomplexes, a I'exception de
C. parvum (Zhu et al., 2000) est constitué de quatre membranes lipidiques. Il serait le résultat de
I'endosymbiose secondaire au cours de laquelle I'ancétre des parasites Apicomplexa aurait ingéré
une algue rouge (Roos et al., 1999). Le génome plastidial est circulaire, mesure 35 kb et contient
environ 50 génes. La majorité des génes codant des protéines de cet organite a été transférée dans le
génome nucléaire au cours de I'évolution. L'apicoplaste n’a plus d’activité photosynthétique mais les
fonctions de synthese d’acides gras et de composés isoprénoides sont conservées (McFadden et al.,
1996 ; Kohler et al., 1997). Des parasites génétiquement modifiés et dépourvus d’apicoplaste ne sont
pas viables (He et al.,, 2001), ce qui démontre que cet organite a un rble essentiel dans le

développement parasitaire.
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b. Lapellicule

Le parasite est entouré d’'une pellicule de 60 nm d’épaisseur composée d’une membrane externe, une

membrane intermédiaire, et une membrane interne (Vivier and Petitprez, 1969).

La membrane plasmique du parasite correspond a la membrane externe (Figure 7, PM : membrane
plasmique). Il s’agit d’'une bicouche lipidique classique comportant des glycoprotéines ancrées par des
groupements glycophosphatidylinositol (GPI) (Tomavo et al., 1989 ; De Macedo et al., 2003). Ces
protéines de surface (SAGs : Surface AntiGens) sont impliquées dans I'adhésion initiale du parasite a
la cellule héte lors du processus d’invasion (Mineo and Kasper, 1994), dans la modulation de la
réponse immune, dans la virulence de la souche parasitaire et dans la protection du parasite en milieu
extracellulaire (Manger et al., 1998 ; Dzierszinski et al., 2000 ; Lekutis et al., 2001 ; He et al., 2002).

Le complexe membranaire interne (CMI) forme les membranes intermédiaire et interne de la pellicule

(Figure 7, IMC : complexe membranaire interne).

Figure 7. La pellicule de T. gondii. A : Observation en microscopie électronique d’'une coupe
transversale de T. gondii. IMC : Complexe Membranaire Interne ; PM : Membrane Plasmique ; les
astérisques marquent les microtubules sous pelliculaires (d’aprés Jonhson et al., 2007). B : Schéma
de la pellicule de T. gondii présentant les trois membranes : membrane plasmique, membrane externe

du CMI et membrane interne du CMI (d’apres Keeley et Soldati, 2004)
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Il est constitué de saccules aplatis juxtaposés, organisés en plaques longitudinales qui convergent
vers I'extrémité postérieure selon un tracé spiralé. Elles constituent un des éléments du squelette
membranaire du parasite et jouent un réle primordial dans la ségrégation des organites lors de la
réplication, dans la motilité et I'invasion parasitaire. Le CMI est interrompu a plusieurs niveaux : au
niveau apical au dessous du conoide, au niveau de la partie postérieure arrondie du parasite, et au
niveau du micropore, invagination circulaire et latérale de la membrane plasmique qui pourrait étre
impliquée dans les processus d’endocytose (Nichols et al., 1994). Le CMI est étroitement associé aux
microtubules (MT) et au réseau filamenteux sous-pelliculaire sous-jacent. Le réseau sous-pelliculaire
est composé essentiellement de protéines TgIMCs et il joue un réle dans le maintien de la forme
parasitaire puis contribue a la motilité du parasite (Mann and Beckers, 2001 ; Morissette and Sibley,
2002 ; Gubbels et al., 2004). La membrane tournée vers le cytoplasme du parasite est en interaction
avec les 22 microtubules sous-pelliculaires par I'intermédiaire du réseau filamenteux sous-pelliculaire
et des IMPs ou « Inner Membrane Protein » (Figure 7B, en rouge). La face du CMI tournée vers la
membrane plasmique permet d’ancrer les éléments du systéme moteur ou glideosome par le biais de
TgGAP50 et TgGAP45 (Gaskins et al., 2004). L’appareil moteur ou « glideosome » est enchassé dans
la pellicule du parasite et va permettre la mobilité parasitaire et I'invasion (détaillé dans le paragraphe

1

c. Lecytosquelette cortical

Le cytosquelette du parasite se compose d’'un réseau de microtubules corticaux, d’'un complexe apical
renfermant une structure appelée conoide, d’'un complexe basal et d’'un réseau filamenteux sous-
pelliculaire. Cette structure est conservée chez les parasites Apicomplexa. Ce cytosquelette cortical
sert d’échafaudage a la formation de la pellicule des parasites filles, et son extréme rigidité joue un
role primordial pour la mobilité du parasite, I'invasion et la prolifération parasitaire (Morrissette et
Sibley, 2002 ; Shaw et al., 2001). C’est également le cytosquelette cortical qui assure I'architecture et
la polarité du parasite grace au point d’ancrage que constituent le conoide et 'anneau polaire apical.

Le conoide a la forme d’'un cylindre conique constitué de filaments de tubulines polymérisées qui sont
assemblés en proto-filaments de 26 a 30 nm de long enroulés en spirale selon une architecture
originale (Hu et al., 2002). Il est limité a I'avant par deux anneaux pré-conoidaux situés juste sous la

membrane plasmique. L’anneau supérieur faisant 160 nm de diamétre et 'anneau inférieur 200 nm. I
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est limité a I'arriére, par un anneau polaire qui est recouvert par I'extrémité antérieure du complexe

membranaire interne (Figure 8A).
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Figure 8. Le complexe apical de T. gondii. A et B : Un schéma du complexe apical du toxoplasme
(Hu et al., 2006). C : le mécanisme de protrusion/rétractation du complexe apical (Hu et al., 2002). D :
microscopie électronique du complexe apical (Dubey et al., 1998). Ar : anneau polaire ; Co : conoide ;

Im : MT internes ; Pr : anneau polaire ; Sm : MT sous-pelliculaire

Les anneaux polaires sont constitués de 6 a 8 microtubules (Dubey et al., 1998). Le conoide comporte
également deux microtubules centraux de 400 nm de long environ, étroitement liés I'un a 'autre. Cette
structure rétractile de 250 nm de diamétre effectue des mouvements de protrusion et de rétraction
dans l'anneau polaire. L'extrusion du conoide peut étre stimulée par un flux de calcium induit par
I'ionomycine et inhibée par un prétraitement par la cytochalasine D qui dépolymérise le cytosquelette
d’actine (Hu et al., 2002). Lors de l'invasion, un flux de calcium déclenche la protrusion du conoide et
permet ainsi la formation a travers la membrane plasmique d’un canal de sécrétion des protéines de
micronémes et de rhoptries. La rétraction du conoide a lieu a la fin de l'invasion et implique
notamment : TgDLC1 (Dynein Light Chain, Hu et al., 2006) qui pourrait former une partie du moteur ;
TgCAM1-2 (CAlciuM-binding proteins) qui réguleraient la motilité du conoide suite a I'influx calcique

précédant I'invasion (Mondragoén et Frixione, 1996 ; Hu et al., 2006). D’autres protéines impliquées
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dans un systéme moteur, comme les myosines, actine, dynéines et kinésines ont également été

identifiées (Hu et al., 2006).

L’anneau polaire apical est constitué des protéines TgMORN1 (Membrane Occupation and
Recognition Nexus, Gubbels et al., 2006 ; Hu et al., 2006), Tgcentrine2 (Hu et al., 2006), TgDLC, Tg
CAM1-2 (; Hu et al., 2006) et TJRNG1 (RiNG-1 protein, Tran et al., 2010). Cette structure est aussi

impliquée dans la biogenése des cellules filles.

L’anneau polaire postérieur est le centre organisateur (MTOC, Microtubule Organizing Center)
circulaire des 22 microtubules sous-pelliculaires disposés a intervalles réguliers. Le MTOC est
impliqué dans la synthése de novo des MT au moment de la réplication des parasites.

Les MT s’étendent sur une courte distance vers le cytoplasme a I'avant du parasite et pourrait avoir un
role dans le transport de vésicules contenant les protéines de micronémes et/ou de rhoptries lors de la
phase dinvasion du parasite (Nichols et Chiappino, 1987 ; Carruthers et Sibley, 1997). lls sont
composés de 13 proto-filaments de tubulines a et  formant des tubes de 22 nm de diametre. Ces
filaments de tubulines sont associés a I'anneau polaire apical qui est situé sous le conoide et
s’étendent vers le pdle basal du parasite en formant une structure en hélice. Le cytosquelette de
microtubules sous-pelliculaires polymérisé lors de la biogenése du corps des cellules filles sert
d’échafaudage a la formation du complexe membranaire interne (CMI) et du réseau filamenteux sous-
pelliculaires maintenant en place la forme du parasite (Shaw et al., 2000 ; Gubbels et al., 2006).

Les protéines associées aux microtubules décorent tous les 32 nm les microtubules sous-pelliculaires
qui sont connectés au CMI. Ces protéines conféreraient une grande stabilit¢ aux MTs. Elles
assureraient également l'interaction entre les microtubules sous-pelliculaires et le CMI (Morrissette et
Sibley, 2002).

Le parasite posséde une autre population de microtubules : le fuseau de microtubules qui intervient
lors de la mitose des parasites. |l est nucléé a partir de plaques polaires denses aux électrons,
associées aux invaginations de la membrane nucléaire. Les centrioles, qui sont adjacents aux plaques
polaires du fuseau de microtubules, sont formés des neuf microtubules classiques qui entourent un
microtubule central. Toxoplasma possédent ainsi trois MTOC différents : les plagues polaires du
fuseau, les centrioles et I'anneau polaire apical. Les centrioles pourraient constituer des MTOC
principaux et coordonner les plaques polaires du fuseau et I'anneau polaire apical (Morrissette et

Sibley, 2002).
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d. Les micronémes

Les micronémes sont des organites sécrétoires situés a I'avant du parasite qui ont une forme de petits
batonnets (0,4 x 0,1 um). On retrouve entre 50 et 100 micronémes dans un tachyzoite. lls s’associent
avec la face cytoplasmique du CMI dans la région apicale. De nombreuses protéines sont localisées
dans cet organite : des protéines a domaines adhésines (TgMIC1 a TgMIC16, MIC : MICronéme), une
protéine possédant un domaine « subtilisin-like serine protease » ou TgSUB1, une protéine impliquée
dans la formation de la jonction mobile ou TJAMA1 et une protéine possédant des domaines de type
thrombospondine ou TgSPATR pour « Secreted Protein with an Altered Thrombospondin Repeat »
(Kawase et al., 2010).

Ainsi, la plupart des MICs contiennent des domaines extracellulaires et des domaines protéiques de
type adhesine (Figure 9) : les domaines de type thrompospondine (MIC1 et MIC2), les Von Willebran
A domain/integrin inserted domains (MIC2), les domaines Apple/PAN (MIC4), les domaines EGF-like

(MIC3, MIC6B, MIC7, MIC8, MIC9 et MIC12), les domaines de type lectine (MIC1, MIC3 et MIC8)

(Figure 9).
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Figure 9. Les protéines de micronémes et leurs domaines. (D’aprés Carruthers et Tomley, 2008).
A/l : Von Willebran A/domaine d’insertion intégrine ; TSR : Thrombospondine ; MAR : microneme

adhesive repeat ; PAN : Plasminogen apple, nématode.



Le role fonctionnel de ces domaines adhésines a pu étre démontré dans les processus d’attachement
a la cellule héte. Par exemple, MIC2 est capable de lier des protéoglycannes héparanes sulfates et la
protéine ICAM-1 (Harper et al., 2004 ; Barragan et al., 2005). La protéine MIC1 reconnait et interagit
avec les résidus d’'acides sialiques grace au domaine lectinique (Blumenschein et al., 2007). Le
complexe TgMIC3/TgMIC8 semble interagir avec du N-acétyl-glucosamine (Cerede et al., 2002 ;
2005). Les protéines TgMIC10 et MIC11 ne posséderaient pas de domaine d’adhésion. Ce sont des
protéines solubles, courtes qui ne s’enchassent pas dans la membrane du parasite au moment de

I'invasion et qui auraient un réle dans 'agencement des complexes protéiques dans les micronémes.

Les protéines de micronémes agissent en synergie au moment de linvasion, les protéines
transmembranaires établissant un lien entre la cellule héte et le moteur acto-myosine situé sous la
membrane parasitaire pour permettre la pénétration du parasite a l'intérieur de la cellule héte (Kappe
et al., 1999 ; Jewett and Sibley, 2003).

D’autres motifs sont impliqués dans des interactions protéines-protéines entre différentes protéines de
micronémes, conduisant a la formation de complexes de hauts poids moléculaires. On trouve ainsi
des complexes formés de MIC3/MIC8 ; MIC2/M2AP ; et MIC1/MIC4/MIC6. Par exemple, le motif
« Galectin-like » présent dans la partie C-terminale de MIC1 permet le repliement de MIC6 et stabilise
la conformation de la portion C-terminale (Saouros et al., 2005), ce qui conduit a la formation du

complexe protéique (Figure 10) (Reiss et al., 2001).

TgMIC4

TgMIC1
TgMIC8

Figure 10. Les complexes de protéines de micronémes reposent sur la présence de domaines

spécifiques (d’apres Carruthers et Tomley, 2008). Implication du domaine galectine-like de Mic4 et
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des domaines A/l et TSP1 de MIC2 dans la formation des complexes MIC1/4/6 et MIC2/M2AP,

respectivement.

Le domaine C-terminal des protéines de micronémes transmembranaires ont également une
importance fonctionnelle majeure puisqu’il permet l'interaction de ces protéines avec le complexe
actine-myosine sous-membranaire, impliqué dans la motilité parasitaire et I'invasion. Ces interactions
reposerait notamment sur la présence d'un résidu tryptophane dans I'extrémité C-terminale de la
queue cytoplasmique des protéines de micronémes (Kappe et al., 1999).

On trouve également des protéases parmi les protéines de micronemes. Les protéases SUB1 et
ROM1 sont des sérine-protéases impliquées dans la maturation enzymatique des MICs, qui sont
synthétisées sous forme de précurseurs, au cours de leur trafic intracellulaire. Ces clivages
protéolytiques interviennent dans la stabilité des complexes de MICs, dans la sécrétion des protéines

et dans I'adhésion a la cellule héte.

e. Lesrhoptries

Iy a 6 a 12 rhoptries a I'apex de chaque parasite. Ce sont de gros organites de sécrétion qui
présentent une base en forme de bulbe et d'un cou effilé vers I'apex (mesures 2-3um x 0,2 pm). Leur
cou effilé, dense aux électrons, peut fusionner avec la membrane apicale. Les rhoptries possedent un
pH acide, ce qui suggére une origine émanant probablement des voies de sécrétion et d’endocytose
(Shaw et al., 1998). On y trouve notamment des hydrolases spécialisées, caractéristiques des
lysosomes des peptidases impliquées dans la maturation des protéines. (Que et al., 2002). Les
rhoptries sont compartimentalisées avec une absence apparente de membranes internes détectables.
Les protéines RONs (RhOptry Neck proteins) sont contenues dans le cou des rhoptries, la partie
apicale, et les protéines ROPs (RhOptry Proteins) sont contenues dans le bulbe des rhoptries. Le
mécanisme de compartimentalisation est encore mal compris. Depuis les premiéres études, une
multitude de protéines de rhoptries ont été observées dans le bulbe des rhoptries contre 5 dans le cou
(Leriche and Dubremetz, 1991 ; Bradley et al., 2005). A I'heure actuelle, le nombre de protéines de
rhoptries est en constante augmentation et outre les protéines ROP et RON, on retrouve d'autres
kinases, des phosphatases, ou encore des protéines comme rab11 ou la toxofiline (Bradley et al.,

2005 ; Boothroyd et Dubremetz, 2008). Les protéines de rhoptries jouent un réle dans I'établissement
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de la vacuole parasitophore tandis que d’autres serviraient a détourner ou contrbler certaines
fonctions biologiques de I'héte (voir paragraphe Ill). Les rhoptries sont synthétisées via un organite
intermédiaire, la pré-rhoptrie dans laquelle se déroule notamment un clivage protéolytique des
protéines de rhoptries. Cette étape qui est cruciale pour la maturation des protéines de rhoptries et
par conséquent a la formation d’'un organite fonctionnel (Shaw et al., 2002) résulterait en outre de
I'action de «cathepsin B-like protease» ou Toxopain-1 et la «subtilisine-like» ou TgSUB2 (Que et al.,
2002 ; Miller et al., 2003).

Toutes les protéines de rhoptries possédent un peptide signal, un prodomaine, et beaucoup
présentent au moins un domaine transmembranaire potentiel ou une ancre GPI, ce qui suggére une
association avec les membranes. Plusieurs ROPs et de RONs présentent des domaines répétés qui

pourraient étre impliqués dans des interactions protéines-protéines.

Les membres actuellement caractérisés de la famille de ROP2 (Figure 11) présentent des domaines
kinases au niveau de leur région C-terminale, mais seules ROP16, ROP17, ROP18 et ROP2L4 ont
conservé la boucle glycine et le résidu acide aspartique, qui sont critiques pour ['activité
phosphotransférasique. ROP16, ROP17 et ROP18 possédent une activité kinase in vitro (El Hajj et

al., 2007 ; El Hajj et al., 2006; Ong et al., 2010).
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Figure 11. Organisation des protéines de la famille ROP2 (D’aprés Qiu et al.,2009)

Des « expériences kinases » en présence de P32 ont ainsi montré I'autophosphorylation de ROP16 et

cette protéine est capable de phosphoryler des substrats de la cellule héte (Ong et al., 2010).
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On trouve également différents types de protéases dans les rhoptries. Par exemple, SUB2 est une
sérine-protéase de type subtilisine qui a été identifiée par homologie avec la protéine SUB2 du
parasite P. falciparum (Miller et al., 2003). TgSUB2 pourrait étre impliquée dans la maturation
protéolytique de ROP1 et des protéines de la famille ROP2 lors de leur adressage aux rhoptries
(Bradley et Boothroyd, 1999). La délétion du géne codant pour SUB2 n’a pas pu étre obtenue, mais le
traitement de parasites avec des ARN antisens spécifiques de ce géne empéche la formation correcte
des rhoptries (Binder et Kim, 2004). Il a donc été montré que SUB2 est un géne essentiel qui joue un

role indispensable dans la biogenese des rhoptries et dans la survie parasitaire (Miller et al., 2003).

Les rhoptries de T. gondii contiennent aussi une fraction lipidique, composée majoritairement de
cholestérol et de phospholipides parmi lesquels la phosphatidylcholine (Foussard et al., 1991). Lors
du relargage des rhoptries, la sécrétion des lipides faciliterait la formation de la membrane de la
vacuole naissante. Des études plus récentes suggérent que le cholestérol contenu dans la membrane
de la vacuole parasitophore provient majoritairement de la cellule héte et que la contribution
parasitaire bien que mineure, pourrait étre essentielle a la formation de la vacuole parasitophore

(Coppens and Joiner, 2003, Coppens, 2006).

f. Lesgranules denses

Les granules denses (GD) sont des structures sphériques de 200 nm de diameétre, denses aux
électrons en microscopie électronique. On dénombre environ 15 GD par tachyzoite, dispersés dans
I'ensemble du cytoplasme.

La plupart des protéines GRA possédent un peptide signal et un domaine transmembranaire de type |
entouré par deux domaines hydrophiles. Les GRA ne présentent pas d’homologie de séquences avec
d’autres protéines connues. Il y a 12 protéines GRA dans les GD (GRA1-GRA14 mais avec GRA11
et GRA13 dites « phantom-like » ; Ho-Woo Nam, 2009). On retrouve dans cet organite également
deux nucléotide-hydrolases (Bermudes et al., 1994 ; Sibley et al., 1994 ; Asai et al., 1995), deux
inhibiteurs de protéases (Pszenny et al., 2000 ; 2002 ; Morris et al., 2002 ; Morris et Carruthers, 2003)

et une peptidyl-prolyl isomérase (High et al., 1994 ; Carey et al., 2000).

Les protéines GRA représentent un groupe de petites protéines (21 a 41 k Da), qui présentent toutes

un peptide signal N-terminal. Les protéines des GD sont secrétées dans la vacuole parasitophore une
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fois celle-ci refermée autour du parasite (Carruthers et Sibley, 1997). Certaines protéines de granules
denses sont impliquées dans la maturation de la vacuole parasitophore, dans le recrutement de
nutriments au sein de la cellule hote ou dans le déclenchement de la réponse immune de I'héte. De
plus, la sécrétion des GD intervient en deux temps, tout d’'abord sous forme d’un pulse de sécrétion
au moment de linvasion, puis de maniére continue pendant le développement intracellulaire du
parasite. La sécrétion de ces organites ne peut-étre déclenchée par le Ca2+. La sécrétion des GD
présente donc des traits caractéristiques a la fois d'une sécrétion régulée et d'une sécrétion
constitutive.

En effet, il existe un débat quant au type de sécrétion réalisé par les GD entre voie de sécrétion
constitutive et régulée. Dés 1998, il était démontré que n'importe quelle protéine soluble présentant un
signal peptidique classique des protéine GRA était adressée vers la vacuole parasitophore via les GD
(Karsten et al., 1998). Une protéine soluble dont certains motifs d’adressage ont été mutés est
redirigée via les GD dans la vacuole parasitophore (Striepen et al., 2001 ; Bradley et al., 2001). Par
ailleurs, le délai trés bref de la sécrétion des GD a la fin de la formation de la vacuole suggére un
mécanisme régulé (Dubremetz et al., 1993 ; Carruthers et Sibley, 1997).

La sécrétion des protéines GRA se fait par fusion de la membrane des GD avec la membrane
plasmique, grace a l'action de protéines GTPases de la famille Rab ainsi que d'autres facteurs
solubles (Chaturvedi et al., 1999). On suppose qu'il existe des interruptions du CMI au niveau sub-
apical, qui permettraient I'acces et la fusion des GD avec la membrane plasmique du parasite (MPP)
(Leriche and Dubremetz, 1990 ; Dubremetz et al., 1993).

La sécrétion des protéines GRA coincide avec des changements structuraux de la vacuole. Il y a en
effet I'établissement d’'un réseau membranaire formant des nanotubes présents dans I'espace entre
les parasites et la membrane de la vacuole parasitophore. Ce réseau permet de connecter les
parasites a la membrane interne de la vacuole parasitophore, et d’établir des liens entre eux. La
majeure partie des protéines GRA est associée au réseau membranaire, soit au niveau des tubules
membranaires (TgGRA2/TgGRA4/TgGRAG, Labruyere et al., 1999 ; Mercier et al., 2002), soit au
niveau de la membrane de la vacuole parasitophore et des extensions vers le cytoplasme de la cellule

héte (TgGRA3/TgGRAS/TgGRA7/TgGRAS8, Mercier et al.,2005).
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g. Lavacuole parasitophore

L’interaction du parasite avec la cellule héte est suivie de sa réorientation apicale puis de la décharge
du contenu des rhoptries. La pénétration du parasite dans la cellule héte s’accompagne de maniére
concomitante a la formation d'une vacuole parasitophore (VP). La VP qui dérive initialement de la
membrane de la cellule héte est alors modifiée par le parasite de telle maniére qu’elle se retrouve
exclue du trafic membranaire intracellulaire de la cellule. Aprés l'invasion, l'interaction métabolique
avec la cellule hote s’effectue par des pores présents dans la membrane vacuolaire, laissant diffuser
les molécules de taille inférieure a 1200 daltons (Schwab et al., 1994). L’endocytose de
macromolécules n'a jamais pu étre formellement observée chez T. gondii comme chez les autres
parasites Apicomplexa. La vacuole parasitophore (VP) n’est pas un organite a proprement parlé mais
constitue un compartiment a part entiére formé lors de la pénétration du parasite dans la cellule hote.
Cette structure particuliére est indispensable a la survie et a la réplication du parasite. La VP peut étre
divisée en trois sous-compartiments membranaires distincts, chacun ayant une fonction différente. La
membrane de la VP est prolongée par de longues et fines extensions vers le cytoplasme de la cellule
héte, qui sont impliquées dans le recrutement des organites de la cellule héte. Le second
compartiment consiste en une structure appelée «Host Organelle Sequestring Tubulo structures » ou
HOSTs qui sont des invaginations de la membrane de la VP vers l'intérieur de celle-ci. Cette structure
particuliére serait impliquée dans le recrutement d’endolysosomes de la cellule héte, riches en
cholestérol (Coppens et al., 2006). Le dernier compartiment regroupe le réseau nanotubulaire
membranaire qui s’étend a l'intérieur de la VP et permet de relier les parasites entre eux et a la

membrane de la VP (Magno et al., 2005 ; Lemgruber et al., 2008).

La vacuole est également impliquée dans le recrutement de certains organites de la cellule héte,
comme le réticulum endoplasmique et les mitochondries (Jones et Hirsch, 1972). Elle contribue par
ailleurs au recrutement de nutriments provenant du cytoplasme de la cellule héte, nécessaire au

développement du parasite.
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lll. Le parasitisme par T. gondii : les réles majeurs des micronémes et des

rhoptries

Le parasitisme par T. gondii repose sur un enchainement rapide de mécanismes impliquant diverses
protéines parasitaires surtout localisées a I'apex du parasite. Les micronémes et rhoptries font partie
de la structure apicale caractérisant les parasites Apicomplexa (Figure 12) et dont la sécrétion

représente la clé de la virulence d’'un parasite apicomplexe.

Figure 12. Reconstruction 3D du complexe apical de T. gondii (Paredes-Santos et al., 2011). On
retrouve le conoide et les anneaux polaires a I'apex (en gris) desquels émanent les microtubules (MT)
en hélices vers I'arriere du parasite. Les rhoptries (vert) qui pénétrent dans la protrusion ainsi que les

micronémes (rouge) et les GD (bleu) sont visibles.

La libération du contenu de ces organites est un phénoméne trés rapide qui dure moins de trente
secondes et doit étre orchestrée de maniére fine mais nécessitant également des signaux initiés par
I'entrée en contact avec la cellule hote. Afin d’instaurer ce contact avec la cellule hote, le parasite va
se mouvoir puis s’attacher a la cellule via les protéines de surface. Ces étapes qui précédent la
sécrétion des organites apicaux vont permettre la réorientation du parasite et la formation d’'une
jonction mobile ou jonction serrée que le parasite va utiliser pour pénétrer de fagon active dans la

cellule.
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1. La sécrétion des micronémes et des rhoptries

Contrairement aux granules denses, il a été clairement établi que les rhoptries et les micronémes

opérent une sécrétion régulée de maniére trés précise.

_la sécrétion des micronémes

Aprés contact avec la cellule héte par l'intermédiaire des protéines de surface, la sécrétion des
protéines de micronémes est initiée. Les micronémes fusionnent alors avec le cou des rhoptries, ce
qui permet la libération des protéines de micronemes dans I'espace extracellulaire (Carruthers et al.,
1999 ; Alexander et al., 2005). Il s’agit d’'une sécrétion régulée, dont on peut mimer ['effet
expérimentalement grace a I'ionophore de calcium A23187 ou a I'ionomycine. Ce stimulus déclenche
la sécrétion des organites en absence de cellules hotes et induit la sortie des parasites intracellulaires,
ce qui indique que la sécrétion régulée des micronémes est également contrélée par une voie
calcium-dépendante (Carruthers et al., 1999). L’entrée de calcium extracellulaire dans le parasite n’est
pas requise pour la sécrétion des protéines de micronémes (Lovett and Sibley, 2003) car
'augmentation de calcium intra-parasitaire observée lors de l'invasion aurait pour origine des

réservoirs internes de calcium au sein du parasite.

Les Apicomplexa possédent de nombreux réservoirs calciques, tels que le réticulum endoplasmique
(RE), les mitochondries et les acidocalcisomes. L’activation de la sécrétion des protéines de
micronémes par la thapsigargine, qui empéche la séquestration du calcium intracellulaire dans le RE,
montre que T. gondii utilise le RE comme réserve de calcium intracellulaire (Carruthers et Sibley,
1999). L'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et des canaux calciques de la famille des récepteurs
IP3/ryanodine, également présents chez les vertébrés a la membrane du RE, semblent étre aussi
impliqués dans la libération de calcium intra-cellulaire lors de linvasion (Lovett et al., 2002).
L’implication des acidocalcisomes dans la libération du calcium nécessaire a la sécrétion des

protéines de micronémes a également été décrite (Luo et al., 2005 ; Bottova et al., 2010).

Le relarguage de Ca2+ active la myosine et entraine la sécrétion des micronemes indispensables a la
motilité et a l'invasion. Deux kinases dépendantes du calcium qui sont indispensables a la sortie des
parasites ont été caractérisés chez Toxoplasma (TgCDPK1) et Plasmodium (PfCDPKS5) (Dvorin et al.,

2010 ; Lourido et al., 2010). La sécrétion des micronémes est également inhibée par I'addition d’'un
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inhibiteur de kinases (Dobrowolski et al., 1997, Carruthers et al., 1999). En particulier, I'activité d’'une
protéine kinase dépendante du GMP cyclique (PKG) est nécessaire dans les étapes ultérieures a

I'augmentation de calcium (Donald et al., 2002 ; Wiersma et al., 2004).

En résumé, I'exocytose des micronémes est donc contrblée par une voie calcium-dépendante,

impliquant la phosphorylation de protéines.

Une protéine DOC2 (Double C2 domaine) a récemment était décrite comme étant essentielle a
'exocytose chez les parasites Apicomplexa (Farrell et al.,, 2012). Cette protéine posséde deux
domaines C2 en tandem. Ces domaines sont connus pour lier le calcium et également les
phospholipides. Dans d’autres modeles, comme dans les cellules neuronales, DOC2 agit comme un
senseur du Ca2+ pour permettre I'exocytose (Yao et al., 2011 ; Xue et al., 2011). Elle va induire,
apres la liaison au calcium, la fusion des vésicules avec la membrane plasmique en favorisant
l'interaction du complexe NSF/SNAP/SNARE. Ce complexe NSF/SNAP/SNARE et ses fonctions

seront également discutés dans le paragraphe IV ; Friedrich et al., 2010 ; Groffen et al., 2010).

_La sécrétion des rhoptries

L’attachement initial du parasite a la cellule héte induit la sécrétion des rhoptries par fusion avec la
membrane antérieure (Nichols et al., 1983 ; Perkins, 1991 ; Dubremetz, 2007). En effet, il a été
démontré qu’en I'absence de la protéine AMA1, impliquée dans I'attachement du parasite, I'exocytose
des protéines de rhoptries était réduite (Mital et al., 2005). L’attachement intime a la cellule hbte serait
donc requis pour permettre la sécrétion efficace du bulbe des rhoptries. Il semble que les ROPs et les
RONSs soient libérées de fagon simultanée, aprés la sécrétion des protéines de micronémes (Lebrun
et al., 2005). Le contact avec la cellule héte est initialement établi de maniere transitoire par des
antigénes de surface du parasite (He et al., 2002). Ce contact déclenche la sécrétion des microneémes
a la surface du parasite, par le biais du cou des rhoptries avec lequel elles fusionnent (Carruthers et
al., 1999, Alexander et al., 2005). Les protéines RONs et ROPs sont alors sécrétées pour former la
jonction mobile permettant la pénétration active du parasite dans la cellule (RONs) et la formation

immédiate de la vacuole parasitophore (ROPs).
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2. Le trafic post-sécrétoire des protéines de micronémes et de rhoptries

La vacuole parasitophore (VP) de T. gondii est composée de différents systémes membranaires : la
membrane plasmique du parasite ; un Réseau de Nanotubules Membranaires (RNM), présent dans
tout 'espace de la vacuole permettant de relier les parasites entre eux et a la membrane de la VP
(Magno et al., 2005 ; Lemgruber et al., 2007) ; la membrane de la VP, délimitant la vacuole du
cytoplasme de la cellule héte et I'espace immédiat autour de la membrane de la VP qui forme d’'une
part des extensions dans le cytoplasme de la cellule héte et d’autre part des invaginations dans la
vacuole. Ces invaginations de la membrane de la VP vers l'intérieur de la VP constitue la structure
HOSTs ou «Host Organelle Sequestring Tubulo structures » qui serait impliquée dans le recrutement

d’endolysosomes de la cellule héte, riches en cholestérol (Coppens et al., 2006).

Aprés sécrétion par le parasite, les protéines peuvent étre adressées dans n’importe quel
compartiment vacuolaire ou méme dans la cellule hote, on parle alors de protéines effectrices par

homologies a ce que I'on retrouve chez les bactéries avec les systémes de sécrétion.

La majorité des protéines de micronémes transmembranaires sont de type | c'est-a-dire des protéines
qui n‘ont qu’'un seul domaine transmembranaire. Ainsi, ces protéines sécrétées lors de l'invasion
s’enchasseraient dans la membrane plasmique du parasite exposant leur domaine N-terminal vers
I'extérieur et leur domaine C-terminal vers le parasite afin d’interagir avec le moteur acto-myosine
(Sibley, 2003 ; Keeley and Soldati, 2004 ; Soldati et Meissner, 2004). La pénétration du parasite
entrainerait ensuite une redistribution des protéines MIC au pdle postérieur du parasite. Afin de
permettre une fermeture de la vacuole parasitophore, les protéines de micronémes sont clivées au
niveau de leur domaine transmembranaire (TM). Des travaux sur MIC2 ont en effet démontré qu'une
mutation du domaine TM de cette protéine empéchant la protéolyse de celle-ci bloque I'entrée dans la
cellule (Brossier et al., 2003). Lactivité protéolytique impliguée a été dénommée MPP1

pour « Microneme Protease Activity 1».

L’activité MPP1 aurait en fait plusieurs roles : 1) moduler la présence des adhésines de surface du
parasite pour empécher la génération par I'hdte d’anticorps neutralisants ; 2) aider a la réorientation
du parasite lors de I'invasion en participant a la formation du gradient de protéine de micronémes a la
surface du parasite ; 3) permettre le désengagement du parasite pour la fermeture de la vacuole a la

fin de linvasion. Il a été montré que MPP1 est capable de cliver MIC2, MIC6, MIC12 et AMA1
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(Brossier et al., 2003 ; Howell et al., 2005 ; Opitz et al., 2002 ; Zhou et al., 2004) et I'activité protéase
est en réalité portée par des sérine protéases de type rhomboide chez T. gondii et les autres
apicomplexes (Dowse et al., 2005 ; Brossier et al., 2005 ; Baker et al., 2006). Ces protéines
rhomboides constituent un vaste champ d’étude aujourd’hui. A titre d’exemple, il est connu
dorénavant que la protéine ROM1 est localisée dans les micronémes ou que TgJROM4 est essentielle
au clivage de MIC2, AMA1 et MIC3 (Buguliskis et al., 2010). Les rhomboides pourraient également

jouer un réle important dans la voie de sécrétion des rhoptries (Santos al., 2012).

La protéine RON2 va s’insérer dans la membrane de la cellule héte lors de l'invasion et interagit avec
les autres RONs présents a proximité du coté cellulaire. Des vésicules dérivées des rhoptries sont
libérées dans la vacuole parasitophore en formation. Ces vésicules contiennent des composants
lipidiques et certaines protéines de rhoptries (Saffer et al., 1992 ; Beckers et al., 1994 ; Carey et al.,
2004 ; El Hajj et al., 2006). En microscopie électronique, on observe que les protéines de la famille
ROP2 forment des agrégats au niveau de la MVP, ce qui laisse supposer que ces protéines sont
organisées en complexes supra-moléculaires pouvant étre impliqués dans I'acquisition de nutriments
(Schwab et al., 1994). Les propriétés de l'insertion de ROP2 dans la MVP font actuellement débat et
nécessite d'étre revisitées. En effet, jusqu’a récemment un domaine transmembranaire était prédit au
sein de cette protéine qui exposerait alors son domaine N-terminal dans le cytoplasme de la cellule
héte afin de recruter les mitochondries cellulaires. Cependant, la structure par cristallographie a remis
en cause cette prédiction (Labesse et al., 2009). ROP2 serait en fait capable de s’insérer dans la
membrane par un domaine de liaison membranaire a hélice situé du cbété N-terminal (Reese et
Boothroyd, 2009). A I'inverse de ROP2 et ROP4, ROP5 est insérée dans la MVP avec son extrémité
C-terminale exposée dans le cytoplasme de la cellule héte (El Hajj et al., 2007). Certaines protéines
de rhoptries, comme la protéine ROP16 sont sécrétées jusque dans le noyau de la cellule hote

(Figure 13) grace a une séquence NLS (Nuclear Localization Signal) (Saeij et al., 2007).
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Figure 13. Invasion et devenir des protéines de rhoptries (adapté de Boothroyd et Dubremetz,
2008). Apres sa réorientation, le parasite sécréte les protéines de micronémes et du cou des rhoptries
qui vont s'insérer dans la membrane du parasite et dans celle de la cellule héte pour former la jonction
mobile. La VP est alors formée avec la sécrétion des rhoptries qui auront quatre destinations

possibles : la lumiére de la VP, la MVP, le cytoplasme et le noyau de la cellule héte.

D’autres protéines comme ROP18 ou ROP38 sont localisées majoritairement dans le cytoplasme de
la cellule héte (Taylor et al., 2006 ; Peixoto et al., 2010) (Figure 13). Des modifications post-
traductionnelles telles que la myristoylation ou la palmitoylation présentes du c6té N-terminal des
protéines de rhoptries joueraient un réle capital dans I'adressage de celles-ci a la membrane de la

vacuole (Cabrera et al., 2012)

3. La motilité parasitaire : les micronémes et le «glideosome»

L’invasion et la multiplication des parasites dépendent majoritairement de 'action des protéines de
micronémes et de rhoptries ainsi que de leur sécrétion effective puis de leur localisation. Les parasites
Apicomplexa ne possédent ni pseudopodes, ni cils ou flagelles. Ils ont donc développé un systéme de
locomotion dépendant d’'un substrat extra-parasitaire pour atteindre la cellule hote. Le mécanisme de
motilité par glissement de T. gondii, ou «gliding>, fait intervenir un complexe moteur actine/myosine
spécifique des Apicomplexa, localisé entre la membrane externe du complexe membranaire interne et

la membrane plasmique du parasite (Gaskins et al., 2004).
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La motilité et l'invasion du parasite résultent de I'action d’'un complexe protéique nommeé
«glideosome» (Opitz et Soldati, 2002). Il s’agit d’'un complexe multiprotéique formé par les protéines
TgGAP50, TgGAP45, TgGAP40, TgMLC1 et TgMyoA (Herm-Gétz et al., 2002 ; Gaskins et al., 2004 ;
Frénal et al., 2010). Le glideosome permet de faire le lien entre le cytosquelette du parasite (ancrage
dans le CMI) et les adhésines de surface par le biais des filaments d’actines et de I'aldolase, une
enzyme glycolytique. Le complexe MIC2-M2AP joue un role prépondérant dans la motilité parasitaire.
Le complexe TgMIC2/TgM2AP est assemblé dans I'appareil de Golgi avant d’étre transporté aux
micronemes. Une fois sécrété, le complexe TgMIC2/TgM2AP est ancré dans la membrane du parasite

via le domaine transmembranaire de MIC2 (Jewett et Sibley, 2004) (Figure 14).

host cell

"’brane
AMA1
Invasion and Aldolase

parasitophorous ) \ \myosm

vacuole formation parasite

—
Sccretion of adhesing 2=
(MICs, AMA

Microtubules

Figure 14. La jonction serrée de T. gondii. A Attachement du parasite grace aux adhésines
(protéines MICs et AMA1) qui déclenche la sécrétion des RONs entrainant la formation de la jonction
serrée (d’apres Besteiro et al., 2011). B : Schéma détaillé de la jonction serrée (Besteiro et al., 2011).

C : Clivage protéolytique des adhésines parasitaires par les rhomboides (d’aprés Shen et Sibley,
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2012). D : Image de microscopie électronique de la jonction mobile (MJ). HC : cellule héte ; PVM :

membrane de la vacuole parasitophore ; AC : complexe apical.

La sécrétion a un niveau basal de ce complexe TgMIC2/TgM2AP permettrait au parasite de produire
le glissement circulaire, et la sécrétion des microneémes suite a un influx calcique permettrait d’établir
les deux autres mouvements, le glissement hélicoidal et le tournoiement (Huynh et Carruthers, 2006).
Chez P. falciparum, la protéine TRAP (homologue de TgMIC2) interagit avec les
glycosaminoglycannes et la protéine TgMIC2 recombinante interagit avec I'héparine (McCormick et
al., 1999 ; Menard, 2001 ; Harper et al., 2004). Dans le parasite, TgMIC2 interagit par I'intermédiaire
du domaine cytoplasmique avec I'aldolase, une enzyme glycolytique qui fournit I'’énergie sous forme

d’ATP (Figure 14B) (Jewett et Sibley, 2003 ; Bosch et al., 2007).

Les filaments d’actines polymérisés interagissent d’'une part avec I'aldolase et d’autre part avec MyoA
et MLC1. Les protéines GAP40, GAP45 et GAP50 permettent ensuite d’ancrer ce complexe au niveau
de la membrane externe du CMI (Figure 14B). MyoA et MLC1 induisent le déplacement des
adhésines et des filaments d’actines dans un mouvement allant du péle antérieur au péle postérieur.
les N-glycans de TgGAP50 ont été décrit comme nécessaires a la conformation et au trafic de la
protéine au CMI et jouent donc un réle dans la motilité parasitaire et lI'invasion des cellules hétes

(Fauquenoy et al., 2011).

4. Implications des MIC et des RON dans la formation de la jonction serrée ou mobile

La pénétration active de la cellule par le parasite, c’est-a-dire I'invasion proprement dite nécessite la
formation d’une structure particuliére : la jonction serrée (Figure 14).

Le contact entre le parasite et la cellule hbéte entraine une légére dépression de la membrane
plasmique de cette derniere jusqu’a ensuite former un anneau faisant la jonction avec le parasite.
Cette jonction est formée par la protéine majeure AMA1 des micronemes (Donahue et al., 2000 ; Hehl
et al., 2000 ; Alexander et al., 2005) et celles du cou des rhoptries RON2, RON4, RON5 et RON8
(Alexander et al., 2005 ; Lebrun et al., 2005 ; Straub et al., 2009) (Figure 14B). La protéine AMA1 est
ancrée dans la membrane parasitaire et est en contact avec le reste de la jonction mobile (RONs) qui
sont enchassées dans la membrane de la cellule héte, par I'intermédiare de RON2 (Besteiro et al.,
2009) (Figures 14B et 14C). Il y a une interaction directe entre RON2 et AMA1 révélée par co-

cristallisation et cette interaction est critique pour I'invasion parasitaire chez T. gondii mais également
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chez Plasmodium (Lamarque et al., 2011 ; Tonkin et al., 2011). RON2 permettrait également
I'interaction de la jonction mobile avec le cytosquelette de la cellule infectée. La jonction ainsi formée
sert d’appui au parasite pour pénétrer la cellule I'héte et pour la formation de la vacuole parasitophore
naissante. La jonction n’est en fait pas mobile et le parasite utilise plutét 'anneau contractile afin de
se « glisser » a l'intérieur de la cellule I'h6te grace au complexe glideosome. Lors de la sortie du
parasite de la cellule héte, une jonction serrée est également mise en place sans le concours de la
protéine AMA1. Une étude a montré que I'absence de MIC8 provoque une incapacité a former une
jonction mobile. Le complexe MIC3/MIC8 serait donc également impliqué dans la formation de la
jonction serrée (Kessler et al., 2008). 1l faut également noter que certaines protéines RONs n’existent
que chez certains Apicomplexa. L’existence dans le parasite de telle ou telle protéine RON pourrait
étre le reflet d'un mode d’invasion ou d’une cible spécifique a infecter. Ainsi, le complexe RON8/9
récemment décrit chez T. gondii pourrait jouer un réle important pour le toxoplasme au niveau de

I'épithélium intestinal (Lamarque et al., 2012).

Il a été également décrit que des protéases, TgMPP1 et TgMPP2 (Micronemal Protein Protease 1),
interviendraient dans le clivage du domaine transmembranaire de TgMIC2 lors de linvasion des
cellules hotes (Carruthers et al., 2000 ; Opitz et al.,, 2002 ; Howell et al., 2005). Ces protéines
présentent des homologies avec les protéases rhomboides, localisées au niveau des membranes
plasmiques, capables de cliver leur substrat a I'intérieur du domaine transmembranaire (Figure 14C).
TgROM4 (Rhomboid) clive TgMIC2 a l'intérieur du domaine transmembranaire et TJROM5 est
nécessaire au clivage final de toutes les adhésines de surface a la fin du processus d’invasion
(Buguliskis et al., 2010). La subtilisine TgSUB1, présente dans les micronemes, est aussi impliquée
dans le clivage du complexe TgMIC2/TgM2AP qui est ancré a la surface du parasite (Lagal et al.,
2010). Les adhésines vont étre majoritairement concentrées au niveau de I'apex du parasite, ce qui

est crucial pour la réorientation du parasite lors de l'invasion.

5. Les rhoptries et la formation de la vacuole parasitophore

La sécrétion des protéines de rhoptries constitue I'étape clé pour I'établissement d’'un compartiment
réplicatif pour le parasite : la vacuole parasitophore (VP).
Immédiatement aprés I'attachement apical, juste avant la pénétration du parasite dans la cellule héte,

les rhoptries déchargent le contenu de leur bulbe, composé de protéines (protéines ROP) et de lipides
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organisés en vésicules multilamellaires. Ces vésicules fusionnent avec la membrane plasmique et
sont retrouvées en partie dans le cytoplasme de la cellule héte. La sécrétion des ROP serait le facteur
déclencheur de la déformation de la membrane plasmique de la cellule héte (Hakansson et al., 2001).
La membrane de la VP est donc initialement formée a partir de la membrane de la cellule héte,
modifiée par la sécrétion du contenu lipidique et protéique des rhoptries qui vont notamment s’insérer
dans la membrane en formation (Saffer et al., 1992 ; Foussard et al., 1991 ; Coppens et Vielemeyer,

2005 ; Sibley, 2004).

Avec la formation de la VP, il y a un processus de tri moléculaire : le parasite va se débarrasser des
protéines transmembranaires de la membrane plasmique de la cellule héte et conserver les protéines
a ancrage GPI (Mordue et al., 1999). Il semblerait que la composition a la fois parasitaire mais aussi
cellulaire de la VP vont permettre au parasite d’échapper a la dégradation par la voie endolysosomale

(Joiner et al., 1990).

Des études antérieures ont démontré que le domaine amino-terminal de ROP2, orienté vers le
cytoplasme de la cellule héte établit une interaction avec ROP5, ce qui interviendrait dans le
recrutement des mitochondries de la cellule héte (Sinai et Joiner, 2001 ; El Hajj et al., 2007b).
Cependant, une étude récente a remis en cause cette observation n’excluant pas toutefois un réle

secondaire des protéines ROP2/8 dans ce recrutement (Pernas et Boothroyd, 2010).

La localisation dans la cellule héte de certaines protéines ROP et leurs activités kinasiques
potentielles ou avérées suggerent qu’elles vont moduler et détourner les fonctions biologiques des

protéines de la cellule hote (El Hajj et al., 2006 ; El Hajj et al., 2007 ; Ong et al., 2010).

6. Roles biologiques des protéines de rhoptries et de micronémes

Des expériences d’analyses de polymorphismes et de croisements chez le chat ont permis de mettre
en évidence I'existence d'une disparité génétique pour certains genes entre les différents types de
souches de T. gondii. Les génes ainsi incriminés seraient responsables du degré de virulence des
souches parasitaires. C’est ainsi que 3 protéines de rhoptries ont d’ores et déja été décrites comme
facteurs importants pour la pathogénie dans un modele d’infection in vivo. Il s’agit des protéines
ROP18, ROP16 et ROP5. La protéine TgROP18 est en partie enchassée dans la VP exposant le

domaine kinasique probablement dans le cytoplasme de la cellule héte et régule ainsi la prolifération
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intracellulaire. Cette protéine se retrouve également dans le cytoplasme de la cellule héte. Il a été
démontré que ROP18 est capable de moduler les réponses de I'immunité innée et adaptatrice de
I'hote en agissant sur les IRGs (interferon-inducible p47 small GTPases) et ATF6B (Feng et Sher,
2010 ; Yamamoto et Takeda, 2012). Deux travaux récents décrivent que ROP18 va coopérer avec
ROP5 pour inhiber les protéines IRG (Immunity Related GTPase) chez la souris (Fleckenstein et al.,
2012). Cependant, ces protéines ne seraient pas capables de permettre I'échappement vis-a-vis de la

réponse a I'INFy chez 'Homme ou les protéines IRGs sont absentes (Niedelman et al., 2012)

La protéine ROP16 va moduler et détourner le systéme immunitaire de I'héte. Cette protéine est
sécrétée dans le noyau de la cellule héte grace a la présence du signal peptidique NLS. Le géne
codant la protéine ROP16 est difféerent d’'un type de souche de T. gondii a l'autre. Les auteurs ont
alors pu démontrer que ROP16 était responsable des différences de virulence observées entre les
souches de toxoplasme (Saeij et al., 2006 ; Saeij et al., 2007). Des analyses transcriptomiques sur les
cellules infectées puis des études biochimiques ont ensuite permis de démontrer que la protéine
ROP16 phosphoryle directement les protéines STAT3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription) (Yamamoto et al., 2009) et STAT6 (Ong et al., 2010) de la cellule héte et va ainsi
influencer de nombreuses cytokines et modulateurs de la réponse immunitaire comme par exemple
'lIL-12. Benhnke et al., ont démontré récemment en utilisant un autre contexte génétique lors de leur
croisement que la protéine ROP5 est essentielle a la virulence chez la souris. Ainsi, des parasites

mutés pour ROPS5 survivent in vitro mais sont incapables de tuer la souris (Behnke et al., 2011)

Une étude récente de génomique intégrative et du kinome des parasites a permis d’identifier des
kinases parasitaires régulant les réponses de I'hdte (Peixoto et al., 2010). C’est ainsi que les auteurs
ont pu démontrer que ROP38, une autre pseudokinase des rhoptries inhibe les activités
transcriptionnelles dans les cellules infectées, 'apoptose et la prolifération de celles-ci en ciblant les

MAPKinases.

Les micronémes conférent au parasite son pouvoir invasif in vivo. Les protéines de ces organites vont
permettre au parasite de franchir les barriéres biologiques. Les études réalisées chez Plasmodium,
ont indiqué que le parasite utilise les protéines de micronémes (CTRP, SOAP, MAOP, CelTOS,
TRAP) pour migrer au travers de I'épithélium intestinal du moustique (Dessens et al., 2003). Il a été

également décrit que Toxoplasma gondii serait capable de franchir les barriéres biologiques par voie
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paracellulaire c’est-a-dire en passant par exemple entre les cellules de I'épithélium intestinal (Weight
et Carding, 2012). Ce mécanisme dépendrait de la protéine MIC2 qui est capable d’interagir avec la
protéine cellulaire ICAM1. Il a également été démontré qu’un clivage protéolytique de la protéine
MPP2 du prodomaine de MIC2 était nécessaire pour cette interaction (Barragan et al., 2005). Les
motifs adhésines de TgMIC2 sont impliqués dans les interactions avec des récepteurs de la cellule
héte in vitro pour permettre la transmigration (Harper et al., 2004 ; Barragan et al., 2005). Une étude
récente a également décrit que cette méme protéine cellulaire ICAM1 interviendrait dans le

franchissement de la barriere endothéliale au niveau de la rétine (Furtado et al., 2012).

IV. La biogenése des organites et le trafic intracellulaire chez Toxoplasma

gondii

Les parasites posseédent de nombreuses protéines dans les organites de sécrétion qui vont étre
secrétées et permettre au parasite d’envahir la cellule et de s’y multiplier. C’est au cours de la
réplication parasitaire que les organites sont néoformés avec l'acheminement des protéines
synthétisées dans les organites. Ainsi, la biogenése des organites apicaux et le trafic intracellulaire

des protéines sont étroitement imbriqués.

En outre, le toxoplasme est un modéle expérimental de biologie cellulaire pertinent pour la biogenése
des organites et pour le trafic intracellulaire des protéines (Pelletier et al., 2002). En effet, le parasite
posséde une organisation polarisée originale de ces organites de sécrétion : micronémes, rhoptries
pour l'invasion ; les granules denses pour la réplication intracellulaire et qui constituent une voie de
stockage des protéines (Hager et al., 1999). Le réticulum endoplasmique (RE), distribué au travers du
parasite, est concentré au niveau postérieur du noyau tel que I'enveloppe nucléaire et fournit une
fraction du volume finale du RE. Trois a cing vésicules en citerne forment un appareil de Golgi
relativement simple qui est antérieur au noyau. Contrairement aux cellules de mammiféeres, chez le
parasite I'enveloppe nucléaire est utilisée comme un intermédiaire entre le RE et I'appareil de Golgi.
Beaucoup d’aspects du transport des protéines et de la biogenése des organites semblent avoir été
conservés au cours de I'évolution. A priori, certains aspects de ces mécanismes impliqués dans le
trafic intracellulaire semblent originaux chez le parasite. Des vésicules couvertes de clathrine sont

retrouvées au niveau du réseau trans-golgien. Celles-ci vont distribuer les protéines contenues vers
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les organites de sécrétion des parasites Apicomplexa. Le trafic de protéines passant par le RE et
I'appareil de Golgi dépendrait des vésicules couvertes de COPI et COPII et serait régulé par des
signaux de ciblage antérograde, des motifs de rétention endoplasmique et des protéines accessoires

du systéme sécrétoire.

1. La biogenése des organites apicaux lors de la réplication du parasite

La division du parasite se fait par endodyogénie. Les parasites filles sont synthétisées de novo au sein
méme du parasite mére. La division du parasite mére en deux parasites filles est un processus
séquentiel contrélé dans le temps. L’appareil de golgi, avec le centriole, est le premier organite qui se

divise chez le toxoplasme (Figure 15B).
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Figure 15. La division par endodyogénie du toxoplasme. A : Représentation schématique de
I'endodyogénie (adapté de Nishi et al., 2008). B : Réplication des organites et cycle cellulaire de T.

gondii (d’aprés Nishi et al.,, 2008) C : Parasite en début de division. On voit distinctement deux
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appareils de Golgi (G) au sein du parasite mére (d’aprés Pelletier et al., 2002). D : parasites filles
individualisés au sein du parasite mere en fin de division (d’aprés Pelletier et al., 2002). Les deux
complexes membranaires internes (IMC) néo-synthétisés délimitent les parasites filles en formation et

permettent se ségréger.

Le centriole est représenté comme une unité constante dans les cellules eucaryotes. La biogenése de
I'appareil de Golgi a fait I'objet d’'un débat entre deux hypothéses : le premier faisant état d’'une
synthése de novo a partir de composés du RE et le second portant sur un
désassemblage/assemblage de l'appareil de Golgi préexistant. T. gondii qui est polarisé et qui
posséde un appareil de Golgi unique s’est révélé étre un excellent modéle expérimental. Lors de la
division du parasite, I'appareil de Golgi va s’étirer latéralement et en méme temps que le RE, puis se
scinder en deux compartiments. Ensuite, cette division va donner quatre structures golgiennes qui
vont étre rapidement séparés deux a deux par les membranes du complexe membranaire interne puis
fusionner entre elles (Figure 15C) (Pelletier et al., 2002). La division de I'appareil de Golgi est liée a
celle du centrosome (Hartmann et al., 2006). Les centrioles vont alors se diviser suite a la migration
du centrosome du parasite mére au pdle basal du noyau (Nishi et al., 2008). La précocité de la
division de I'appareil de Golgi refléte son importance capitale dans I'élaboration du systeme sécrétoire
pour la formation de novo des autres organites. Ensuite, les éléments du cytosquelette se mettent en
place (Figure 15B) autour des centrioles au niveau de deux anneaux composés de la protéine
TgMORNT1 entourant ces centrioles (Hu, 2008). Un autre organite, I'apicoplaste va alors s’allonger et
se positionner au dessus du noyau (Figure 15B) (Nishi et al., 2008). Le noyau commence a se scinder
en formant une structure incurvée en « U » (Figure 15A). Le noyau sera ensuite séparé en deux par le
centrocone. Le conoide et les anneaux polaires qui forment le complexe apical apparaissent et
polarisent les parasites filles. Peu apreés, les rhoptries et les micronemes seront formés de novo dans
la région antérieure a I'appareil de Golgi. Les anneaux « TgMORN1 » commencent a s’éloigner du
péle apical pour se diriger vers le pdle basal de la cellule mére. Le complexe membranaire interne va
ségréger les organites des deux parasites filles (Figure 15A) puis la membrane plasmique de la mére
bourgeonne fournissant ainsi les membranes des parasites filles (Figure 15D) (Pelletier et al., 2002).
Dans une souche RH de type |, la division compléte d’'un tachyzoite dure environ six heures. La figure
15B résume la cinétique de la division parasitaire au cours de ces six heures avec la réplication

séquentielle du centriole, de I'appareil de Golgi puis de I'apicoplaste et du noyau. Ensuite les éléments
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du cytosquelette se mettent en place permettant de séparer les composants des deux parasites filles
de maniere quasiment simultanée a la biogenése du RE. Puis la mitochondrie est formée avant
I'étape finale et la biosynthése des organites apicaux, rhoptries et micronémes (Figure 15B). La
biosynthése des protéines, le trafic intracellulaire ainsi que la formation des parasites filles font I'objet
de nombreuses études et surtout pour comprendre la mise en place des organites impliqués dans la
virulence du parasite.

La biogenése des organites apicaux résulte de la fusion séquentielle de vésicules issues de I'appareil
de Golgi. Ainsi, la synthése, I'adressage et le transport des protéines de micronémes et de rhoptries

sont intimement liés a la formation de ces organites.

2. L’analyse succincte du trafic intracellulaire chez les autres eucaryotes

On distingue chez les eucaryotes supérieurs plusieurs types de transport pour les protéines :
par translocation (a travers une membrane), a travers la membrane nucléaire (ouverture contrélée) et

le transport vésiculaire (Figure 16).
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Figure 16. Les différents modes de transport dans les cellules eucaryotes.

On distingue eégalement I'exocytose et I'endocytose. Dans le reste du manuscrit, ce sont
préférentiellement les voies de sécrétion et le transport vésiculaire qui seront développées. Les

protéines synthétisées dans le cytosol sont transloquées dans le réticulum endoplasmique grace a la
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présence d'un signal peptidique présent au niveau de la protéine synthétisée, puis acheminées
jusqu’a I'appareil de Golgi. L’appareil de Golgi est un organite polarisé qui représente le carrefour
meétabolique du transport vésiculaire a partir duquel les protéines peuvent étre acheminées a la

surface cellulaire par I'intermédiaire des vésicules de sécrétion ou vers la voie endolysosomale.

Il y a deux sens directionnel pour le trafic intracellulaire : antérograde qui vise a amener des protéines
de leur lieu de synthése vers les organites cibles et rétrograde afin d’internaliser des éléments
extérieurs ou de recycler des protéines cellulaires. Une fois au TGN, les protéines synthétisées, aprés
avoir été modifiées, maturées sont soumises a un tri qui les orientera vers une destination
subcellulaire : lysosomes, vésicules de sécrétion ou vers la membrane. Généralement, le transport de
protéines se déroule par bourgeonnement de vésicules a partir du compartiment donneur. Celles-ci
vont ensuite se détacher, se déplacer le long du cytosquelette puis vont fusionner au niveau du
compartiment accepteur. La formation des vésicules résulte de I'action de protéines constituant les

« manteaux » cytoplasmiques.

a. Les manteaux protéiques impliqués dans le transport de protéines

_ Les manteaux de clathrine interviennent a la sortie de I'appareil de Golgi et lors des endocytoses

(Figure 17).
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Figure 17. Vue d’ensemble du trafic vésiculaire chez les eucaryotes (voies principales d’aprés
Hsu et al., 2009. Les vésicules COPII assurent le trafic protéique antérograde du RE vers le Golgi
(Cis-Golgi). Celles recouvertes de COPI ont un réle double dans le transport au sein du Golgi et dans
le transport rétrograde vers le RE. La clathrine s’associe avec les complexes AP-1 et AP-3 pour
permettre le transport du TGN vers le lysosome ou a partir des endosomes. La clathrine s’associe

également avec AP-2 lors de I'endocytose.

La clathrine a une structure particuliére en triskéle. Les triskéles s’associent pour former un véritable
réseau hexagonal plan. Ces structures interagissent alors pour former une sorte de cage autour de la
vésicule formée. Le lien entre la clathrine et le transporteur membranaire est exercé par des adaptines
telles que les complexes AP (Adaptor Protein) et les protéines GGA (Golgi-localized Gamma adaptin
ear-containing, ARF-binding protein) (Robinson, 2004 ; Bonifacino, 2004 ; Hirst et al, 2011 ; Govero et
al.,, 2012). Les protéines adaptatrices forment un pont entre la clathrine et le récepteur
transmembranaire auquel elles sont adaptées. En somme, ce sont les adaptines qui conférent la
sélectivité aux vésicules (Robinson, 2004 ; Bonifacino, 2004). Il existe plusieurs types d’adaptines :
celles du réseau trans-golgien et celles a la membrane plasmique sont différentes (Boehm et
Bonifacino, 2001). Il existe a I'heure actuelle, quatre complexes AP documentés ainsi que la famille
des GGAs, celles des « stoned B ». AP-1, AP-3, AP-4 et les GGAs sont impliqués dans le tri au
niveau du TGN (Trans-Golgi Network), les autres adaptines étant impliquées au niveau de la
membrane plasmique (Robinson et Bonifacino, 2001). Trés récemment, un cinquieéme complexe AP-5
qui serait indépendant de la clathrine a été découvert et est localisé au niveau des endosomes tardifs
(Hirst et al., 2011b). Les autres adaptines interagissent avec la clathrine lors de la formation de la
cage, les récepteurs sont alors tirés dans cette cage avec la membrane. La fermeture de la vésicule
fait intervenir une GTPase : la dynamine avec le concours de I'endophiline (Milosevic et al., 2011 ;
Ferguson et De Camilli, 2012). Une fois la vésicule détachée, celle-ci est « décoiffée ». Les adaptines

et triskeles sont alors recyclés (Robinson et Bonifacino, 2001 ; Medigeshi et al., 2008).

_ Les manteaux COP

Il existe deux types de manteaux COP (coatoméres) : COPI et COPII. COPII agit dans le réticulum et
entre le réticulum et I'appareil de Golgi (Figure 17). COPI qui a été découvert de maniére plus précoce

est en fait localisé en aval dans le systéme de sécrétion, pour le transport dans I'appareil de Golgi

60



(Figure 17). Dans les deux types de COP, on retrouve des protéines de la famille des Ras, les
protéines ARF1 ou « ADP ribosylation factor » et Sar1 ou «Secretion associated ras superfamily gene
1». Ce sont de petites GTPases qui ont un réle primordial dans I'assemblage de ces vésicules. Une
fois activées par une liaison d’'un GTP via I'action d’'une « GEF »ou G exchange factor, elles vont
exposer un acide gras et ainsi s’enchasser dans la membrane (McMahon et Mills, 2004 ; Jin et al.,

2012)

. COP Il : Ce manteau est constitué des complexes Sec23/Sec24 et Sec13/Sec31. Le point de
départ de la formation des vésicules est la présence sur la membrane plasmique de Sec12, une GEF.
Celle-ci va induire I'activation d’une autre protéine Sar1 (Drin et Antonny, 2005). Sar1-GTP c’est a dire
la forme active va alors exposer un acide gras et s’ancrer dans la membrane. Ceci permet I'interaction
avec le complexe Sec23/24, induisant le recrutement des protéines transmembranaires incorporées
ensuite dans la vésicule. Sec13/Sec31 vient alors parfaire 'assemblage du manteau sur des vésicules
déja formées (Zanetti et al., 2011). Sec23 joue également le role de GAP (GTPase Activating Protein)
en activant ainsi I'activité GTPasique de Sar1, ce qui permet le désassemblage du manteau (Lord et

al., 2011 ; Jin et al., 2012).

. COP I: Ce manteau est constitué d’ARF1 et de 7 sous-unités coatomériques. Ainsi, la
protéine Gea1l active ARF1 qui vient s’enchasser dans la membrane puis recrute le coatomére. Cela
provoque une courbure de la membrane puis un détachement. Les protéines membranaires seront
recrutées dans la vésicule via ARF1 et le coatomeére (Hsu et al., 2009). Le « décoiffage» est réalisé

suite a 'activité ’ARFGAP1.

Les protéines synthétisées dans les ribosomes sur le RE vont se retrouver dans le Golgi par un
transport antérograde médié par COPII. Les protéines transitent alors du Cis au trans-Golgi par
l'intermédiaire de vésicules COPI qui joue également un role essentiel dans le transport rétrograde

dans I'appareil de golgi et de celui-ci vers le RE.

__ Les manteaux de cavéoline

Ce type de manteau repose sur la présence de cavéoline qui contrairement aux protéines décrites
précédemment, est une protéine membranaire et non soluble. La cavéoline va « s’enrouler » autour

des membranes et entrainer la formation de cavités avec le concours d’acides gras qui renforcent
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l'interaction avec la membrane. Elle est également capable d’interagir via la filamine avec les

microfilaments d’actines (Chadda et Mayor, 2008 ; Hill et al., 2008).

b. Les protéines Rab

Un autre aspect essentiel du trafic repose sur la reconnaissance et I'attachement des vésicules par
les GTPases solubles appelées Rab et I'implication de ces protéines Rab dans ces processus est
cruciale (Hutagalung et Novick, 2011). Sur les membranes, la présence d'une GEF va induire
I'activation de la protéine Rab qui échange le GDP pour GTP et va alors exposer le lipide puis s’ancrer
dans la membrane. Les protéines Rab, comme les ARF ou les Sar sont capables de recruter toute la
machinerie vésiculaire directement ou indirectement. Elles vont pouvoir ainsi recruter des récepteurs,
des enzymes modifiant les lipides, des protéines motrices, des protéines d’arrimage comme les
golgines, etc...Ces protéines vont alors recruter a leur tour des protéines comme les SNAREs (Ohya

et al., 2009 ; Dacks et al., 2009 ; Epp et al., 2011).

Il existe une multitude de protéines Rab jouant un rble a différentes étapes du trafic et qui constituent
de véritables marqueurs de certains compartiments subcellulaires. Par exemple, Rab 1 et 2
interviennent entre le RE et I'appareil de Golgi tandis que Rab 5 et Rab 7 jouent leur réle dans les
endosomes respectivement précoces et tardifs (Hutagalung et Novick, 2011 ; Liu et Storrie, 2012).
Les protéines Rab vont aussi permettre la reconnaissance et vont contréler celle-ci entre le complexe
d’attachement du donneur et du receveur. Une fois, les compartiments attachés de la sorte, la
derniére étape consiste en une fusion des membranes par les protéines SNAREs (Lorentz et al.,

2012 ; Risselada et Grubmiiller, 2012 ; Epp et al., 2011).

c. Lesprotéines SNAREs

Sur la vésicule, une protéine v-SNARE (v pour vésicule ou Q-SNARE avec Q pour glutamine) est
présente et du c6té de la membrane cible se trouve t-SNARE pour « Target », cible ou R-SNARE
pour arginine (SNARE : « Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachement protein REceptor ».
Ces deux protéines vont s’associer et entrainer un rapprochement puis une fusion des membranes.

Les protéines SNAREs déterminent la spécificité de fusion membranaire et représente la « machinerie
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minimale » pour une telle fusion mais des protéines accessoires ou protéines d’arrimage,
NSF,SNAP...) sont indispensables in vivo car la fusion in vitro est possible mais extrémement longue
sans ces protéines accessoires (Weber et al., 1998 ; Ohya et al., 2009 ; Giraudo et al., 2008). Le NSF
ou «N—ethylmaleimide Sensitive Factor» se fixe au SNARE par l'intermédiaire de SNAP ou «Soluble
N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachement protein ». NSF et SNAP interviennent dans la fusion
membranaire et la dissociation du complexe des SNAREs se fait aprés la fusion des membranes.
Lorsque les fonctions de NSF sont inhibées, cela entraine en effet un blocage de I'endocytose et de

I'exocytose (Solliner, Whiteheart et al., 1993 ; Sdllner, Benett et al., 1993).

d. Transportrétrograde et recyclage du récepteur cargo par le « retromer »

Le recyclage et le transport rétrograde constituent deux événements imbriqués. Chez la levure, le
« retromer » est un complexe protéique impliqué dans le transport rétrograde et le recyclage des
récepteurs transmembranaires des compartiments endosomaux et compartiments pré-vacuolaires
vers le TGN. Le retromer est composé d’'un noyau d’adaptateurs Vps (Vacuolar protein sorting,
Vps26p, Vps29p et Vps35p) et deux autres protéines Vps impliquées dans la déformation de la
membrane pour permettre le bourgeonnement (Vps5p ; Vps17p) (McGough et Cullen, 2011). Chez les
mammiferes, le retromer contient un trimere de Vps26, Vps29 et Vps35 tandis que les orthologues
des Vpsb et Vps17 ont été dupliqués pour donner les protéines appelées « sorting nexin » (SNX1, 2, 5
et 6) (Koumandou et al., 2011). Les Vps (Vps35 et parfois vps26) vont lier le domaine cytoplasmique
du récepteur cargo, comme par exemple le M6PR ou la sortiline et permettre le retour de ces
récepteurs au TGN (Pfeffer et al., 2001 ; Seaman et al., 2004). La protéine Rab7 va permettre le
recrutement du noyau du retromer a la membrane (Seaman et al., 2009). Les SNX jouent davantage
un réle important dans la courbure de la membrane a I'image de leurs homologues chez la levure

(Cullen et Korswagen, 2012).

Le transport rétrograde des protéines et des récepteurs transmembranaires fait intervenir beaucoup
de protéines. Des adaptateurs comme AP-1 ou EpsinR permettent a des protéines de manteaux
comme la clathrine, le retromer ou TIP47 d'entrainer la formation de vésicules intermédiaires
contenant les protéines cargo (Johannes et Popoff, 2008). L’attachement de ces intermédiaires

dépend ensuite de facteurs d’arrimage tels que les golgines (golgin-97 ; golgin-245) puis de protéines
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SNARESs pour la fusion avec le TGN. Les SNAREs et les facteurs d’arrimage varient selon le cargo et
le lieu de départ de la vésicule intermédiaire (Johannes et Popoff, 2008). Les complexes retromer,
AP-1 ou la clathrine interviennent dans le transport de I'endosome précoce (EE) au TGN tandis que
Rab9 et TIP47 joue un rble crucial a partir de 'endosome tardif (LE) (Johannes et Popoff, 2008 ;

Carroll et al., 2001).

e. Lescomplexes ESCRT

Il existe quatre complexes protéiques ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport)
(ESCRT-0; ESCRT-l; ESCRT-Il; ESCRT-IIl) et un complexe associé (ESCRT-IlIl associated
complexe ou complexe Vps4). Les complexes ESCRT sont recrutés séquentiellement au niveau des
endosomes tardifs, reconnaissent les protéines cargo et déforment les membranes biologiques et sont
impliqués principalement dans la formation de la MVB (MultiVesicular Bodies), permettant ainsi

I'acheminement des protéines vers les lysosomes (Henne et al., 2011 ; Leung et al., 2008).

f. Laglycosylation des protéines

Les modifications post-traducitonelles et la glycosylation jouent un réle crucial dans la biosynthése
des protéines, dans le tri et le transport efficace vers leurs compartiments terminaux mais aussi dans
la mise en place d'un organite fonctionnel. La glycosylation dans les cellules eucaryotes est
primordiale pour permettre une conformation optimale et correcte des protéines ainsi que
I'oligomérisation des protéines glycosylées. La N-glycosylation se déroule dans le réticulum
endoplasmique (RE) et de fagon concomitante a la traduction de ’ARNm par les ribosomes ancrés au
RE. Chez les Eucaryotes, on retrouve des structures N-glycanniques de type riche en mannose,
hybride et complexe (Roth, 2002 ; Lehle et al., 2006). Ces deux derniéres structures résultent de la

maturation de la structure riche en mannose dans I'appareil de Golgi (Figure 18).
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Figure 18. Modifications post-traductionnelle et glycosylation au sein de I’appareil de Golgi

Contrairement a la N-glycosylation, les O-glycosylations sont entiérement réalisées dans le Golgi
(Figure 18) et leurs fonctions sont connues dans le trafic intracellulaire ou I'adhésion cellulaire (Luther

et Haltiwanger, 2009 ; Gill et al., 2011).

La mise en place d'un contrble qualité strict et rigoureux repose sur la glycosylation post-
traductionnelle des protéines (Roth, 2002). Ainsi, la phosphorylation en C6 du mannose présent sur
certaines protéines lysosomales va entrainer la reconnaissance de celle-ci par le récepteur M6PR et

induire 'acheminement vers le lysosome (Ghosh et al., 2003).

g. Trietadressage des protéines

Chez les eucaryotes supérieurs, le tri des protéines destinées a étre sécrétées de maniére constitutive
versus celles dont la sécrétion est soumise a la régulation se fait au niveau du trans-Golgi (TG). En
I'absence de signal de rétention, les protéines transmembranaires de surface ainsi que les protéines
associées a une ancre GPI sont ancrées dans la membrane des vésicules de la voie constitutive, qui
permettent leur adressage par défaut a la surface de la cellule. A l'inverse, les protéines qui doivent
étre adressées aux voies de sécrétion régulées sont empaquetées dans des granules de sécrétion

immatures, avant d’étre stockées dans les granules de sécrétion définitifs. Certaines données
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montrent que I'adressage aux vésicules de sécrétion régulée repose sur des récepteurs présents au
niveau du trans-golgi qui reconnaissent spécifiguement des motifs présents dans les protéines
destinées aux granules de sécrétion. Malgré tout, ces deux mécanismes sont assez mal connus. La
troisiéme voie de transport conduit les protéines dans la voie endolysosomale (voir aussi paragraphe

V.3.)

Plusieurs mécanismes ont été identifiés pour expliquer I'adressage spécifique de certaines protéines
dans la voie de sécrétion régulée. Certaines protéines vont pouvoir grace a une acidification du pH
et/ou une augmentation en ions Ca2+ ou Zn2+, se rassembler en agrégats (Micaroni, 2010). Un autre
mécanisme fait intervenir les protéines adaptatrices (AP) se fixant sur des motifs de type YXX® avec
Y=Tyrosine ; X= n’importe quel acide aminé, et ®= acide aminé portant un domaine hydrophobe
encombrant. Des protéines transmembranaires présentant ces motifs tyrosine dans leur partie
cytoplasmique peuvent ainsi étre adressées spécifiquement aux membranes des organites de
sécrétion. Une influence du domaine transmembranaire de ces protéines peut également étre
impliquée dans les processus de rétention ou d’adressage dans des compartiments spécifiques
(Bonifacino et al., 1991 ; Zaliauskiene et al., 2000). En outre, la conformation correcte des protéines,
une éventuelle maturation, le niveau et le temps d’expression sont autant de paramétres qui

interviennent également dans I'adressage correct des protéines.

3. Le trafic intracellulaire et 'adressage chez T. gondii.

Comme le parasite protozoaire unicellulaire T. gondii posséde des organites similaires a ceux
retrouvés chez la levure ou dans les cellules humaines, certains mécanismes de transport,
notamment ceux impliqués dans les étapes précoces du trafic subcellulaire sont conservés au cours
de I'évolution. Chez T. gondii, I'existence d’'une voie de sécrétion constitutive n'a toujours pas été
formellement démontrée. Les protéines de surface sont majoritairement ancrées dans la membrane
plasmique par I'intermédiaire d’'une ancre GPI (protéines SAG pour Surface Antigens), mais le trafic
intra-parasitaire de ces protéines ou les vésicules par lesquelles elles transitent pour gagner la
surface n'ont pas été identifiés jusqu'a ce jour. En revanche, les organites de sécrétion spécifiques
des Apicomplexa que constituent les micronémes, les rhoptries et les granules densesont été étudiés
de maniére extensive. Les mécanismes impliqués dans leur formation sont partiellement élucidés, et

font intervenir a la fois des processus conservés et des éveénements originaux. Des vésicules
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couvertes d’AP-1 et de clathrine sont retrouvées au niveau du réseau trans-golgien (Ngob et al., 2003 ).
Celles-ci vont distribuer les protéines vers les organites de sécrétion des parasites Apicomplexa.
Plusieurs études antérieures ont suggéré que le trafic de protéines passant par le RE et I'appareil de
Golgi dépendrait des vésicules couvertes de COPI et COPII et serait régulé par des signaux de
ciblage antérograde, des motifs de rétention endoplasmique et des protéines accessoires comme les

Rab (Kats et al., 2008 ; Sheiner et Soldati, 2008 ; Joiner et Roos, 2002).

a. Lamachinerie de trafic vésiculaire et le systéme endo-lysosomal de T. gondii

Jusgu’a récemment, le lysosome présent chez les cellules de mammiféeres sembilait inexistant chez
les Apicomplexes. Toutefois, il semble que les rhoptries pourraient étre considérées comme des
organites de type lysosomal. En effet, des travaux ont déterminé que les rhoptries sont les seuls
compartiments qui ont un pH acide chez T.gondii (Shaw et al., 1998). Des études plus récentes sur
les cathepsines suggérent en réalité la présence d’'un compartiment comparable aux lysosomes
classiques (Parussini et al., 2010). De plus, T. gondii qui ne posséde pas de peroxysomes contient un
organite appelé acidocalcisome qui permet le stockage du calcium chez les micro-organismes (Luo et
al., 2001 ; Drozdowicz et al.,2003). L’acidocalcisome est acidifié par I'action d’une pyrophosphatase a
proton vacuolaire (V-H+-PPase ou TgVP1). Le « compartiment VP1 » est trés dynamique et est

localisé au niveau des endosomes durant la réplication parasitaire (Figure 19).
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Figure 19. Le systéme endolysosomal de T. gondii (d'aprés Parussini et al., 2010). Le
compartiment de type lysosomal VAC de T. gondii se trouve au sein de la voie de sécrétion des
protéines. Il semblerait que cet organite jouerait d’intermédiaire pour le trafic des protéines de
micronémes vers les organites cibles et serait le lieu de la maturation protéolytique. M : micronémes ;

R : rhoptrie ; pR : pré-rhoptrie ; Go : Golgi.

Ces travaux ont conclu que I'organite TgVP1 pourrait faire partie de la voie endo-lysosomale. Il a été
décrit que TgVP1, TgCPL (cathepsine L) et TJAQP1 (aquaporine) composeraient une large vacuole
de type végétal lorsque les parasites extracellulaires sont soumis aux conditions de stress (Miranda et
al., 2010). Lors de la réplication intracellulaire des parasites, TgCPL serait contenu dans des
structures particuliéres, proches des endosomes tardifs (Figure 19). Lorsque les parasites quittent la
cellule héte, il y aurait alors une fusion des deux organites qui constituerait un compartiment de type
plante (VAC ou PLV) ou sont localisées certaines cathespsines parasitaires, suggérant la constitution

d’'un compartiment similaire aux lysosomes (Miranda et al., 2010 ; Dou et Carruthers, 2011).

Les protéines Rab (membre de la super-famille Ras) sont des petites protéines G avec des activités
GTPasiques impliquées dans la régulation du transport vésiculaire (Spang et al., 2004). Il y a dix a
onze protéines Rab qui sont exprimées chez Plasmodium et quinze chez T. gondii (Quevillon et al.,
2003 ; Langsley et al., 2008). Les Rab sont des protéines associées aux membranes apres
prénylation de leur extrémité C-terminale sur un motif CC ou CXC. Le Plasmodium posséde
également un récepteur rabGDlI, liant les Rab-GDP, impliqué dans le recyclage des Rab (Attal et
Langsley, 1996). Chez T. gondii, le transport rétrograde de protéines a partir des vésicules de
sécrétion post-golgiennes vers I'appareil de Golgi fait intervenir la protéine Rab6 (Stedman et al.,
2003). Le transit de protéines solubles du trans-Golgi vers les granules denses serait indépendant
d’'un signal d’adressage spécifique alors que celui de protéines membranaires serait tributaire de la
taille du segment transmembranaire (Sheiner et Soldati-Favre, 2008). Les protéines de rhoptries sont
acheminées via un compartiment intermédiaire faisant partie de la voie endosomale et les pré-
rhoptries présentent une structure proche des MVB ou « MultiVesicular Bodies» existant chez les
cellules de mammiféeres. Une implication de motifs tyrosine, dileucine et d’adaptateurs a été décrite
pour les protéines membranaires des rhoptries. Un compartiment intermédiaire semble étre

également utilisé pour les micronémes (Gaji et al., 2011).
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TgRab11 a été retrouvé dans le protéome des rhoptries et est majoritairement localisé dans ces
organites de sécrétion (Bradley et al., 2005). Des études plus récentes font état de deux isoformes de
Rab11. Rab11A qui a un réle majeur dans I'assemblage du complexe membranaire interne ou CMI et
la cytokinése tandis que Rab11B est plus impliqué dans la biogenése du CMI (Agop-Nersesian et al.,
2009 ; Agop-Nersesian et al., 2010). TgRab5a est présent sur les endosomes de types précoces et
colocalise partiellement avec TgVP1 (Harper et al., 2006). La surexpression de TgRab5 entraine une
augmentation de I'acquisition de cholestérol provenant de I'héte (Robibaro et al., 2002) alors que
TgRab7 est présent sur les structures de type endosomes tardifs et colocalise partiellement avec

TgCPL (Parussini et al., 2010).

Chez Plasmodium PfRab1a et PfRab1b interviendrait dans le transport du RE au Golgi alors que
Rab11a jouerait un réle dans le recyclage issu des endosomes (Quevillon et al., 2003). Trois
effecteurs des Rab sont connus a ce jour chez Plasmodium : 1) la protéine: MTIP, homologue de la
protéine TgMLC1 (Agop-Nersesian et al., 2009); 2) PfCK ou Casein Kinase 1; 3) PfPKA-C ou unité
catalytique de la Proteine Kinase A (Rached et al., 2012). Rab5B se lie avec la CK1 tandis que Rab5a
et Rab7 lie PKA-C. Ces expériences suggerent alors un réle de PKA dans la mobilisation de I'actine
au niveau des endosomes. En effet, chez Plasmodium, le déplacement des vésicules dépendrait d’un

processus actine/myosine similaire a celui des mammiféres (Taraschi et al., 2003).

D’autres éléments majeurs du trafic vésiculaire ont été mis en évidence chez T. gondii. Ainsi, des
vésicules de clathrine ont été observées au niveau du TGN (Liendo et al., 2001) Des approches
biochimiques ont montré que le NSF (N-ethylmaleimide sensitive Factor, molécule activatrice de
Sec23/24) et la machinerie NSF/SNAP/SNARE ont un réle important pour la sécrétion des granules
denses au sein du parasite (Chaturvedi et al., 1999). Chez Plasmodium, les homologues du NSF, de
Sec31p, Rab6a, Sec61a, COP ont été en partie caractérisés et sont impliqués dans le trafic

subcellulaire (Kats et al., 2008 ; Hayashi et al., 2001 ; Quevillon et al., 2003).

Les adaptines sélectionnent les récepteurs cargo incorporés aux veésicules de transport. Il existe
quatre AP (Adaptins) chez les eucaryotes. Dans ces cellules, AP1 et AP3 sont impliqués dans le
transport entre le TGN et les endosomes, AP4 entre le TGN et la surface cellulaire, et AP2 dans
I'endocytose provenant de la surface (Robinson et Bonifacino, 2001). Des analyses phylogénétiques

ont montré que les parasites Apicomplexa possedent les complexes AP1 et AP4 (Nevin et al., 2009).
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Le complexe AP2 est également présent dans la majorité des apicomplexes étudiés tandis que le
complexe AP3 n’a été trouvé que chez Plasmodium, T. gondii mais absent chez Cryptosporidium et
Theileria. I s’agirait d’'une évolution indépendante ou I'hypothétique redondance des complexes AP1
et AP3 a été supprimée. Un traitement de T. gondii par un agent chimique, le N-benzoyl-2-
hydroxybenzamide, entraine I'altération des GD, micronémes, rhoptries et surtout du compartiment
acidocalcisome/PLV (Fomovska et al., 2012). Les auteurs ont pu alors déterminer que la cible du N-

benzoyl-2-hydroxybenzamide était I'adaptine-3f initialement localisée dans le TGN et les endosomes.

On retrouve également des éléments du complexe COPI chez T. gondii. La protéine TgARF1
intervient dans la modulation positive du relargage des granules denses (Liendo et al., 2001). TgB-
COP, une sous-unité de COPI serait impliquée dans le transport rétrograde du Golgi vers le réticulum
(Hager et al., 1999). De plus, de nombreuses et autres protéines de la machinerie vésiculaire telles
que des composants du complexe COPII : Sec23, Sec24, Sar1, pour ne citer que celles-ci ont été

identifiées dans les génomes des parasites.

On retrouve chez Plasmodium une mulititude de protéines de type SNARE (de la famille des
membrines, de Bet1, de la syntaxine5, des VAMP) (Ayong et al., 2007) ainsi que la plupart des
protéines intervenant dans le transport vésiculaire telles que ARF1, ARFGAP, ARF-GEF, Sar1p, et

Sec31p(Kats et al., 2008).

Des travaux réalisés par I'équipe de Markus Meissner ont permis de caractériser la protéine DrpB ou
«Dynamin-related protein B» chez T. gondii (Breinich et al., 2009). Les dynamines sont des GTPases
de masses moléculaires élevées qui interviennent dans la formation des vésicules (scission des
vésicules néoformées), la cytokinése et la biogenése des organites chez les eucaryotes (Ferguson et
De Camilli, 2012). Il a été démontré que DrpB est localisée au dessus de I'appareil de Golgi du
parasite, dans un compartiment non défini et qu’elle est nécessaire pour la biogenése des organites

de sécrétion (rhoptries et micronémes) de Toxoplasma gondii (Breinich et al., 2009).

b. Trafic protéique de I'’entrée du réticulum a I'appareil de Golgi

Plusieurs données permettent de comparer le systtme de sécrétion précoce des protéines de T.

gondii avec celui des autres cellules eucaryotes. Les protéines de T. gondii destinées aux organites
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de sécrétion ou a la surface du parasite possédent un peptide signal au début du domaine N-terminal.
Ce peptide signal permet I'entrée des protéines dans la voie de sécrétion au niveau du RE. Ainsi, les
protéines sont transloquées dans la lumiére du RE et le peptide signal est clivé.

Le séquencage des génomes a permis de mettre en évidence la présence de la plupart des génes
codant pour les protéines de la machinerie de translocation (Sec61, Sec62, Sec71, Sec11) (Ajioka et
al.,, 1998). Un homologue d’'un des composants de la machinerie de translocation, TgBiP (Binding
Protein ; Hager et al., 1999) et des protéines telles que la calnexine ou Hsp70 (Banerjee et al., 2007)
ont ensuite été caractérisées. Des mécanismes de rétention dans le RE ont également étaient mis en
évidence (Hager et al, 1999). Ainsi, le signal de rétention dans le RE tel que HDEL est retrouvé dans
les séquences peptidiques des protéines résidentes du RE (Hager ef al., 1999). La protéine qui
intervient dans la reconnaissance du signal HDEL, TgERD2, a également été identifiée (Pfluger et al.,
2005). Malgré cela, il est a noter que bien que les génomes de T. gondii et méme Plasmodium
possédent les éléments du SRP ou «Signal Recognition Particle», certains facteurs comme la sous-
unité B du récepteur SRP sont absent chez ces parasites. Cette absence si elle est avérée, pourrait
indiquer I'existence probable des mécanismes originaux du trafic intracellulaire chez les parasites
Apicomplexa. Par ailleurs, contrairement aux cellules de mammiféeres, I'enveloppe nucléaire du

parasite est utilisée comme un intermédiaire entre le RE et 'appareil de Golgi (Hager et al., 1999).

La bréfeldine A (BFA) est une toxine inhibe le trafic du RE vers I'appareil de Golgi. Les tachyzoites de
T. gondii traités a la BFA montrent une abolition globale de la formation des vésicules de sécrétion, ce
qui suggére que toutes les protéines destinées aux organites de sécrétion transitent entre le RE et
I'appareil de Golgi (Chardin and McCormick, 1999). Plusieurs protéines de revétements de type
COPI/COPII (COatomer Protein) et des protéines impliquées dans le transport de vésicules entre le
RE et I'appareil de Golgi comme Sar1 (GTPase régulant I'assemblage/desassemblage de COPII) ou
ARF1, décrites chez les mammiféres et la levure existent chez le toxoplasme (Ajjoka et al., 1998 ;

Hoppe et Joiner, 2000).

ARF1 qui chez les mammiféres, recrute COPI est importante pour assurer l'intégrité de I'appareil de
Golgi et une sécrétion efficace des granules denses chez le parasite (Liendo et al., 2001). Des travaux
antérieurs ont montré que I'addition d’'un motif acide a une protéine exprimée dans le parasite permet
'export du RE, probablement par liaison avec les protéines COPII parasitaires (Hoppe et Joiner,

2000). Chez Plasmodium, les sous-unités Sar1p et Sec23p et Sec31p ont été décrites (Albano et al.,
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1999 ; Adisa et al., 2001) et les résidus de PfSec23 impliqués dans l'interaction avec la protéine Sar1
ont été caractérisés (Wickert et al., 2003). La localisation par immunofluorescence chez T. gondii des
sous-unités du COPI révéle une présence de ce complexe au niveau de I'appareil de Golgi (Liendo et
al., 2001). Chez Plasmodium, la sous-unité 8-COP (COPI) a été aussi caractérisée et son implication
dans le transport intra-parasitaire, sa localisation au niveau du RE, du TG et la colocalisation partielle
avec Rab6 ont été également décrite (Adisa et al., 2002). Les génes codant les composants du
complexe COP Il recouvrant les petites vésicules qui transitent du RE vers I'appareil de Golgi (Hager
et al., 1999), de méme que les génes codant les protéines du complexe COP I, impliqué dans le
transport antérograde et rétrograde des vésicules golgiennes vers le RE ont été retrouvés dans le

génome du toxoplasme (Sheiner et Soldati, 2008).

c. Adressage et trafic des protéines de micronémes

Les protéines de micronémes fonctionnent généralement en complexe comportant une protéine
transmembranaire et une ou plusieurs protéines solubles (MIC2/M2AP; MIC3/MICS;
MIC1/MIC4/MIC) (Carruthers et Tomley, 2008 ; Meissner et al., 2002 ; Reiss et al., 2001 ; Striepen et
al., 2001 ; Harper et al., 2006 ). Ces premieres études ont montré que l'adressage correct des
protéines de micronémes solubles était dépendant de leur assemblage en complexe avec des
protéines de micronemes transmembranaires. Ainsi, la formation de ces complexes est indispensable
au transport des protéines vers les micronémes. Par exemple, les protéines MIC1, MIC4 et MIC6
forment un complexe protéique et la délétion du géne codant la protéine Mic6 conduisait a la libération
de MIC1 et MIC4 dans la vacuole via les GD et le domaine C-terminal de MIC6 était suffisant pour
localiser la protéine aux micronémes (Reiss et al., 2001).Le domaine de type galectine de MIC1
stabilise le troisieme domaine EGF de Mic6, ce qui va permettre le bon repliement de MIC6. En
supprimant ce domaine, le complexe Mic1/4/6 est retenu dans le RE (Reiss et al., 2001). De méme, il
a été montré que la protéine transmembranaire MIC8 s’associe avec MIC3 (Meissner et al., 2002).
Des travaux menés sur la protéine soluble MIC3 ont mis en évidence la présence de régions
importantes pour I'adressage de la protéine au cceur de la protéine (Striepen et al., 2001). Ces
régions doivent donc permettre soit I'interaction avec MIC8 ou permettre la bonne conformation de la

protéine qui peut alors passer le contrdle qualité dans I'appareil de Golgi.
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Un autre complexe fait intervenir la protéine MIC2 avec la protéine M2AP (MIC2- Associated Protein).
Une délétion de M2AP entraine I'accumulation du complexe dans les parasites au niveau du ER/Golgi
(Huynh et al., 2003). La protéine M2AP, grace a son prodomaine, agit en tant qu’escorteur de la
protéine MIC2 (Harper et al., 2006).

Des motifs d’adressage aux micronemes comme le motif SYHYY ou EIEYE ont été identifiés dans le
domaine C-terminal de certaines protéines transmembranaires (Di Cristina et al., 2000 ; Reiss et al.,
2001). Cependant, des études récentes ont démontré que ces éléments ne sont pas suffisant pour
permettre le transport vers les micronémes et que le partenaire soluble du complexe a un rbéle majeur
dans le trafic des protéines (Huynh et al ., 2003). Ainsi, en 2006, Harper et al., ont démontré que le
propeptide de M2AP est essentiel pour I'adressage du complexe. D”autres études ont démontré que
des résidus aliphatiques conservés dans la partie N-terminale des protéines solubles agissent comme
des déterminants majeurs du trafic des micronémes (Gaji et al., 2011).

L'hypothése aujourd’hui avancée consiste en un role du domaine C-terminal de la protéine
transmembranaire dans les étapes précoces du trafic (ER, Golgi, TGN) et le propeptide serait crucial

dans le trafic au niveau des endosomes, de maniére plus ou moins tardive en fonction des protéines.

Le réle majeur du propeptide a depuis été décrit pour d’autres protéines, notamment pour la protéine
soluble MIC3 (EI Hajj et al., 2008) ou pour TgMIC5 ou il est indispensable a I'adressage de cette
protéine aux micronémes (Brydges et al, 2006). La délétion du propeptide de cette protéine entraine
une délocalisation dans la vacuole parasitophore, ce qui montre que l'information nécessaire a
I'adressage aux micronémes est contenue dans ce pro-domaine. En plus du propeptide, chacun des 3

domaines EGF de la protéine est suffisant pour I'adressage aux micronémes.

Le modéle repose sur I'existence d’'un ou plusieurs récepteurs qui pourrait lier le propeptide et amener
les différents complexes aux micronémes. La liaison et la reconnaissance de la protéine de
microneme avec le récepteur qui effectue le tri devrait donc s’effectuer au niveau de I'appareil de

Golgi (Figure 20).

73



» proM2AP

@® mature V2AP

4 M2AP propeptide
2 promIC5

® mature MIC5

7 MIC5 propeptide
@® Sorting Receptor

€ Maturase

Immature
Microneme

Figure 20. Schéma putatif récapitulatif du Transport et de la maturation des protéines de
micronémes. (d’aprés Gaji et al., 2011). Les protéines de micronémes sont prises en charge au
niveau du TGN par un récepteur de tri pour étre acheminées vers les micronémes via le systeme
endolysosomal de T. gondii. La maturation des protéines est réalisée pendant le cheminement des

protéines dans ce systéme.

Le role du propeptide est primordial pour différents processus. Par exemple, il empéche des
interactions aberrantes comme c’est le cas pour Mic3 et empéche la liaison du domaine «chitin-
binding-like» aux récepteurs cellulaires (Céréde et al., 2002). Les régions propeptidiques des
protéines de micronémes sont par la suite clivées par une enzyme, SUB1 ou subtilysine 1 au niveau

du réseau post-golgien (Figure 20) (Soldati et al., 2001 ; Carruthers, 2006).

Les protéines MIC5 et M2AP dépourvus de leurs propeptides se retrouvent bloqués au niveau du
TGN et des vésicules post-golgiennes, ce qui évoque un réle potentiel d’'un récepteur cargo prenant
en charge les protéines dans ce compartiment post-golgien (Brydges et al., 2006). La mutation de
M2AP sur le site de clivage protéolytique conduit a 'accumulation de MIC2 dans le compartiment VP1
(Harper et al., 2006), démontrant le transport sous forme de complexe de ces deux protéines et que le
compartiment ou se trouve VP1 est un intermédiaire possible dans la voie de sécrétion des protéines
de micronémes. Il a été suggéré que la maturation des protéines de micronémes se déroulerait dans

les endosomes ou dans un compartiment particulier de type lysosomal, VAC (VAcuolar Compartment)
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(Parussini et al., 2010). Les protéines sont ainsi clivées dans des compartiments intermédiaires de
I'endocytose avant d’emprunter la voie d’exocytose, ce qui implique que les deux voies d’exo et
endocytose auraient été « fusionnées » chez T. gondii (Ngb et al.,, 2004 ; Harper et al., 2006 ;

Parussini et al., 2010, Gaji et al., 2011).

Les protéines MIC immatures sont localisées au niveau de VP1 qui est proche du TGN et des
endosomes précoces (EE). TgCPL, une Cathepsine L ou protéase de type lysosomal réside dans le
VAC et va protéolyser de maniere fine le propeptide d’au moins deux protéines : M2AP et MIC3
(Parussini et al., 2010) (Figures 19 et 20). La présence de cette cathepsine CPL et la localisation du
compartiment VAC suggérent que cet organite constitue le compartiment de type lysosome du

parasite (développé dans la partie 111.2.1.).

d. Adressage et trafic des protéines de rhoptries

En ce qui concerne les protéines de rhoptries solubles, I'étude de I'adressage de ROP1 aux rhoptries
a révélé que le pro-domaine de ROP1 serait suffisant mais pas nécessaire a I'adressage de la
protéine vers les rhoptries (Bradley et Boothroyd, 2001). Il existe deux signaux indépendants dans la
protéine ROP1 permettant son adressage aux rhoptries. En effet, une séquence centrale de 146
acides aminés composée de séquences répétées a été également identifiée comme un élément
déterminant pour le ciblage de la protéine ROP1 aux rhoptries (Striepen et al., 2001). Le pro-domaine
de ROP1 seul permet d'orienter la protéine aux Rhoptries mais permet une localisation dans le
« cou » des rhoptries et non dans le bulbe (Bradley et Boothroyd, 2001). Il semble aussi que la
maturation de ROP1 n’est pas indispensable pour la localisation correcte de la protéine (Bradley et
Boothroyd, 2001 ; Bradley et al., 2002). Les données disponibles sur Plasmodium font également état
de la présence probable d’un signal de rétention dans le bulbe des rhoptries au niveau du domaine C-

terminal de RAP1, ’lhomologue de ROP1 (Richard et al., 2009).

Chez Plasmodium, 3 protéines de rhoptries s’associent en complexe : RAP1 avec RAP2 ou RAP3. La
délétion du domaine C-terminal de RAP1 conduit a I'abolition de linteraction RAP1-RAP2/3 et
entraine la rétention de RAP2/3 dans le RE (Baldi et al., 2000 ; Richard et al., 2009). Dans ce cas,
RAP1 est toujours dirigé vers les rhoptries mais n’est pas sécrété ensuite dans la vacuole comme la

protéine sauvage. Ces travaux ont confirmé que le pro-domaine de RAP1 est nécessaire et suffisant
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pour le positionnement aux rhoptries. La protéine RAP1 posséderait deux signaux distincts : un pour
I'adressage aux rhoptries, un pour la sécrétion dans la vacuole parasitophore (Richard et al., 2009).
Les auteurs ont également mis en évidence une protéine, RAMA, présente dans la lumiére de
I'appareil de Golgi qui escorte RAP1 en liant le domaine N-terminal de cette derniére. Ces études
montrent que, comme les protéines de micronémes, les protéines de rhoptries sont capables de

s’associer en complexe pour leur transport.

Concernant la protéine ROP4, la création d’'une protéine tronquée ne portant que les 163 premiers
acides aminés de la protéine, donc dépourvue de motifs C-terminaux, a révélé que ces résidus étaient

suffisants a I'adressage vers les rhoptries (Bradley et al., 2004)

Le role capital du pro-domaine des protéines suggére que la protéolyse participe également au
transport et a la biogenése des organites. De plus, une Serine protéase, SUB2 (subtilisin) enléve le
domaine N-terminal impliqué dans I'adressage des protéines de rhoptries. De nhombreuses protéines
de rhoptries sont clivées et les pro-domaines N-terminaux sont impliqués dans le trafic et le tri des
protéines. SUB2 reconnait et clive aprés la séquence consensus S@XE (dans laquelle ¢ est un acide
aminé hydrophobe, et X n'importe quel acide aminé) le pro-domaine de ROP1 (Miller et al., 2003).
D’autres protéines ROP et RON possédent également ce site de clivage par prédiction
bioinformatique et certaines coupures protéolytiques d’autres ROP ont déja été démontrées (Turetzky
et al., 2010). Les parasites Apicomplexes semblent utiliser leurs homologues des protéines du
systéme endosomal connu chez la levure et les mammiféres (les protéines Rab, AP-1, etc..). Ces
homologies ont incité des auteurs a mener des expériences de dominant négatif de la protéine
chaperone Vps4 (Vacuolar Protein Sorting 4) chez Plasmodium (Yang et al., 2004). Celles-ci ont
permis de mettre en évidence la présence d’une large structure MVB (MultiVesicular Body) présentant
une accumulation de Vps4, de cholestérol, de marqueurs endosomaux comme Rab5 et de protéines
de rhoptries (Yang et al., 2004). Le role important de Vps4 dans la dynamique des endosomes ainsi
que la présence de structures dérivées des endosomes comme des intermédiaires pour la formation
des rhoptries au croisement des voies d’endo et d’exocytose ont été démontrés chez les Apicomplexa

(Yang et al., 2004 ; Ngb et al., 2003).

Les protéines de la famille ROP2 possédent du cété C-terminal des motifs tyrosine et di-leucine

(Hoppe et al., 2000 ; Ngb et al., 2003). La mutation de I'un ou l'autre de ces signaux provoque la
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diminution de I'adressage aux rhoptries de ROP2 ou ROP4, et on observe I'accumulation de ces
protéines dans un compartiment de type «multivesicular body» ou MVB. Ce compartiment correspond
a une rhoptrie immature ou pré-rhoptrie. La sous-unité pu1 de la protéine adaptatrice AP-1 interagit
avec le motif YXX® de la protéine ROP2 (Hoppe et al., 2000). Ces résultats suggerent que les
protéines de rhoptries transitent via le systéme d'endocytose. Tgu1 est détectée au niveau de
I'appareil de Golgi, de vésicules associées au Golgi, et au niveau des rhoptries (Ngé et al., 2003). Le
réle de p1 dans I'adressage aux rhoptries et la biogenése de ces organites a été démontré en utilisant
une stratégie de dominant négatif (Ngb et al., 2003). Dans cette expérience, la protéine ROP2 est
alors bloquée dans les pré-rhoptries. Ces travaux sur les mécanismes d’adressage aux rhoptries en
plus de I'acidité de cet organite tendent a conforter I'hypothése que les rhoptries fonctionneraient

comme des lysosomes sécrétoires.

Par ailleurs, chez Plasmodium, la plupart des protéines de rhoptries ne sont pas des récepteurs
transmembranaires de type |. Des travaux récents, notamment réalisés chez ce parasite montre que
le trafic des protéines de rhoptries pourrait reposer sur les mémes mécanismes que pour celles de
micronémes c’est-a-dire via la formation de complexes transitoires qui sont assemblés au sein des
vésicules du TGN et dissociés par clivage protéolytique dans des étapes plus tardive de leur transport
(Richard et al, 2009). Dans ce fravail, les auteurs proposent lintervention d’'un escorteur
transmembranaire au niveau de I'appareil de Golgi et qui recruterait a la fois les protéines de rhoptries
sous forme de clusters protéiques dans des radeaux lipidiques présents dans la lumiére de la vésicule
lors du bourgeonnement. Des adaptateurs cytosoliques conduiraient les vésicules jusqu’a I'organite
cible ou le pré-organite dans lequel un clivage protéolytique a lieu, ce qui aménerait a destination les

protéines dans I'organite final (Figure 21).
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Figure 21. Schéma hypothétique du transport des protéines chez Plasmodium falciparum
(D’aprés Richard et al., 2009). Les protéines de rhoptries et de micronemes mais aussi de la
membrane plasmique sont prises en charge dans le Golgi par des escorteurs transmembranaires. Les
complexes protéiques sont alors acheminés vers les compartiments cibles par lintermédiaire

d’adaptateurs interagissant avec I'escorteur du cété cytosolique.

Il semble que le transport des protéines se déroulerait en deux étapes majeures : la premiére étape
viserait & amener les protéines au pré-organite et une seconde étape serait nécessaire pour amener

ces protéines au niveau du compartiment mature.

Il existe chez les mammiféres, des mécanismes de tri similaires qui font intervenir la liaison a des
protéines récepteurs transmembranaires (Thiele et al., 1997) mais cela ne concerne pas la majorité
des protéines. Parmi les récepteurs de tri et de trafic intracellulaire qui existe chez les mammiféres
impliqués dans la voie endolysosomale (récepteur mannose 6-phosphate et sortiline), il est clairement
apparu que seule une protéine orthologue de la sortiline serait présente chez T. gondii (Fauguenoy et

al., 2008) et P. falciparum (Lal et al., 2009) et probablement chez les autres apicomplexes.
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V. La sortiline : un récepteur cargo a domaine vps10 aux multiples fonctions

Chez des patients atteints de mucolipidose (I-cell disease, maladie lysosomiale), un certain nombre
de protéines lysosomales continuent d’étre acheminées de maniére efficace malgré I'altération de la
voie du MPR (Mannose-6-phosphate receptor ou MPR). Cette observation indique qu’il existe un
récepteur alternatif qui a été identifié comme la sortiline avec une fonction responsable du transport
indépendant de la voie du MPR des SAPs ou «sphingolipid activator proteins» et de la ASM ou
«sphingomyelinase acide» (Lefrancois et al., 2003 ; Ni et Morales, 2006). Dés lors, de multiples
fonctions intervenant dans de nombreux processus biologiques ont été attribuées a la sortiline ou a
d’autres protéines de la méme famille. Cette famille de protéines est regroupée en fonction de la

présence commune d’'un domaine particulier, le domaine Vps10p.

1. La famille des récepteurs a domaine VPS10p

Le domaine Vps10p est nommé ainsi en raison de la forte homologie avec la protéine Vps10p pour
«vacuolar sorting protein» existant chez Saccharomyces cerevisiae. Chez la levure, la protéine
Vsp10p est un récepteur de tri golgien requis pour le trafic intracellulaire. Elle permet 'acheminement
de I'hydrolase carboxypeptidase Y (CPY) et de la protéinase A dans la vacuole (apparentée au
lysosome des mammiféres) de la levure (Marcusson et al., 1994). Les récepteurs a domaine Vps10p

sont des protéines transmembranaires de type | (Figure 22).
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Figure 22. La famille des récepteurs a domaine VPS10p chez I’'Homme. (Nykjaer et Willnow,
2012). Vps10p correspond a la protéine de la levure a laquelle sont apparentés les 5 membres de la

famille des protéines a domaine Vps10p de I'Homme.

Dans la famille des récepteurs de type | a domaine Vps10p dans les cellules humaines, on retrouve
les protéines sortiline (ou NTR3), SorCS (1, 2, et 3) et SorLA. Cette famille posséde un large
domaine N-terminal et une courte queue cytoplasmique (40 a 80 acides aminés). Le domaine Vps10p
est présent dans le domaine amino-terminal qui se caractérise par la présence de motifs riches en
cystéines trés conservés. D’un point de vue structural, le domaine Vps10p couvre la quasi-totalité de
la partie luminale/extracellulaire de la sortiline tandis que des modules additionnels sont présents

dans les autres récepteurs de la méme famille. (Figure 22).

Les SorCS1-3 contiennent ainsi une séquence riche en leucine précédent le domaine
transmembranaire tandis que dans la protéine SorLA de multiples domaines annexes de type LDLR
(low-density lipoprotein receptor), EGF et fibronectine sont présents (Hermey, 2009 ; Nykjaer et
Willnow, 2012). La famille des récepteurs a domaine Vps10p participe a divers processus biologiques
incluant le métabolisme des lipides, des sucres et la signalisation intracellulaire. Toutes ces protéines
sont synthétisées sous la forme de pro-protéines. Le récepteur est ensuite maturé par clivage
enzymatique par la furine au niveau du TGN. Les protéines de cette famille de récepteur sont
localisées dans de nombreux tissus chez 'Homme. Bien que majoritairement présent dans le systéme
nerveux, ces récepteurs sont retrouvés dans des tissus métaboliques tels que le foie ou les muscles.

(Strong et al., 2012 ; Linsel-Nitschke et al., 2010)

La sortiline a été identifiée indépendamment dans le cerveau humain (nommée alors NTR3) et dans
les vésicules contenant le transporteur de glucose GLUT4 (Petersen et al., 1997 ; Mazella et al.,
1998). D'autres fonctions que le transport lysosomal ont été imputés a la sortiline de maniéere plus
récente (Nykjaer et Willnow, 2012 ; Strong et Rader, 2012). La sortiline est une protéine d’environ 100
kD qui est associée a de multiples fonctions comme la liaison et le tri de protéines a la membrane
plasmique (Mazella et al., 1998 ; Nielsen et al., 1999 ; Nykjear et al., 2004 ; Canuel et al., 2009), de
I'appareil de Golgi a 'endosome (Nielsen et al., 2001), ainsi que dans le trafic lysosomal notamment

de certaines cathepsines (Lefrancois et al., 2003 ; Canuel et al., 2008).

80



Il a ainsi été décrit que la sortiline transite entre la surface cellulaire et différents organites
subcellulaires dirigeant alors les protéines partenaires pour induire divers mécanismes biologiques :
exposition a la membrane, transduction de signaux, endocytose, transport antérograde et rétrograde
(Nykjaer et Willnow, 2012 ; Strong et Rader, 2012). Parmi les fonctions plus « originales » de la
sortiline, un exemple est le réle de la sortiline dans le trafic protéique le long de I'axone des neurones

(Willnow et al., 2008).

La sortiline est capable d’interagir avec divers ligands via son domaine N-terminal qui est couvert
quasiment totalement par le domaine Vps10p et forme une structure en hélice B constituée de 10

pales ou «bladed beta-propeller» (Figure 23).

Figure 23. Structure moléculaire du domaine vps10p de la sortiline (résolution 2 A) (Nykjaer et
Willnow, 2012). Un véritable tunnel est formé par le domaine N-terminal de la sortiline qui est

composé de 10 bladed beta-propeller (structures en hélice) numéroté ci-dessus et du domaine 10CC.

La sortiline posséde au sein de son domaine carboxy-terminal des éléments permettant la
signalisation cellulaire par l'intermédiaire de partenaires cytosoliques. Ce sont en réalité les
partenaires cytoplasmiques de la sortiline qui vont gouverner et contréler ses fonctions de transportde

protéines ou d’autres molécules (Canuel et al., 2009).

Le domaine N-terminal luminal de la sortiline est capable de lier différents ligands:

_ Le propeptide de 44 acides aminés libéré lors de la maturation de la pro-sortiline.
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_ La protéine RAP ou «receptor associated protein», une protéine de 40 kDa qui a servi a purifier et a
cloner la premiére fois le géne codant la sortiline.

_ La neurotensine (NT), un neuropeptide de 13 acides aminés (qui a servi a purifier le NTR3, un
récepteur qui s'avéra étre la sortiline).

_ La lipoprotéine lipase (LpL), une protéine de 50 kDa que la sortiline est capable de lier et
d’internaliser.

_ Le proNGF (précurseur du NGF, nerve growth factor, 31 kDa) pour délivrer un signal de mort
cellulaire.

Dans la plupart des types cellulaires, la sortiline est localisée de maniére préférentielle au niveau du
TGN voire des endosomes (90%). Toutefois, une partie de cette protéine est retrouvée a la membrane
et va alors jouer un réle dans la signalisation intracellulaire. La localisation de la sortiline peut en fait
étre modulée car lors d’'un traitement par insuline des adipocytes, on observe alors la translocation
conjointe de Glut4 ou «GLUcose Transporter 4» et de la sortiline vers la membrane (Lin et al., 1997).
On retrouve ce type de translocation suite a une activation via la neurotensine (NT). La sortiline/NTR3
va agir pour éliminer par endocytose le LpL ou la NT du milieu extracellulaire et conduire a leur

dégradation.

La sortiline/NTR3 est également impliquée dans le tri et I'excrétion de son propeptide et d'autres
protéines. Les convertases (PC) étant localisées dans le compartiment post-TGN (Trans-Golgi-
Network), la sortiline mature va alors pouvoir se lier au précurseur et assurer son trafic via les voies

de sécrétion.

2. Structure de la sortiline

a. Leprodomaine

Toutes les protéines a domaine Vps10p des mammiféres contiennent un site de clivage consensus
RXXR (Seidah et Chretien, 1997). Ce clivage est nécessaire, dans le TGN, a la meilleure
conformation du récepteur pour permettre la liaison du ligand et 'activité fonctionnelle de la sortiline
(Munck Petersen et al., 1999). Ce propeptide auraient deux fonctions : tout d’'abord prévenir la fixation
du ligand sur le récepteur dans la voie de synthese protéique (réle de chaperone) et faciliter le

transport de la sortiline dans les compartiments précoces de I'appareil de Golgi (Westergaard et al.,
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2004). Le transport de la sortiline dépourvue du propeptide est bloqué entre le cis et le trans-golgi

(Westergaard et al., 2004)

b. Les «10 bladed beta-propeller » : un tunnel pour des ligands

L’étude de I'implication de la sortiline dans la mort/survie neuronale ont permis de comprendre
certains mécanismes de reconnaissance récepteur-ligand. En effet, la sortiline lie les formes non
matures du NGF et d’autres neurotrophines (proNTs). La structure moléculaire de la sortiline et
notamment le site de liaison du proNGF ont été déterminés par cristallographie (Quistgaard et al.,
2009 ; Feng et al., 2010). Les « 10-bladed propellers » présents dans le domaine Vps10p forment un
large tunnel (diamétre de 25 a 37 A) (Figure 23) dans lequel vient se «loger» le ligand. Une
expérience de co-crystallisation de la sortiline avec la NT3 (NeuroTrophine 3) a identifié un site de
liaison au sein de la cavité formée par la sortiline. Par ailleurs, les interactions ligand/récepteur entre
les proNTs et la sortiline doivent relever d'un mécanisme plus fin et plus complexe. En effet, une
étude récente a permis de démontrer qu’'un motif linéaire présent sur la surface des «beta-propellers»

de la sortiline participerait a la liaison des proNTs (Serup Andersen et al., 2010).

c. Lesdomainesriches en cysteines: les 10CC

Il existe 2 segments 10CC (a et b) situés dans la partie C-terminal du domaine Vps10p.

Les 10 résidus cystéines et leur distance les uns par rapport aux autres permettent de former des
ponts disulfures. Ces domaines trés conservés au sein de la famille des récepteurs a domaine
Vps10p sont ainsi impliqués dans la conformation du récepteur et dans I'affinité et capacité a interagir
avec les ligands (Westergaard et al., 2004). En effet, les deux domaines 10CC-a et 10CC-b
interagissent avec les hélices beta et vont moduler la conformation tridimensionnelle du récepteur. Il a
ainsi été démontré que ces domaines jouent un role capital pour I'affinité de fixation du proNGF au
récepteur sortiline (Westergaard et al., 2004). Par ailleurs, des interactions in vitro utilisant une version
tronquée de SorLA dépourvue des 10CC a permis de déterminer que ces motifs étaient requis pour la

liaison de la protéine RAP au récepteur.
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d. Le domaine C-terminal

Le domaine cytosolique de la sortiline et de SorLA contient des motifs spécifiques qui vont étre
responsables du recrutement de partenaires et de 'adressage du récepteur. De maniére proximale
par rapport au domaine transmembranaire, on retrouve un motif YXX@. A I'extrémité C-terminale du

domaine, on note la présence d’'un motif dileucine précédé d’acides aminés acides (Figure 24).
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Figure 24. Motifs et domaines présents dans la sortiline humaine (Vincent et al., 1999). Le
peptide signal (gris) est situé en aval du pro-domaine (bleu) clivé par la furine (F) aprés la
reconnaissance du motif RWRR. Le motif 10CC ou di-cystéines est situé juste avant le domaine
transmembranaire (TM). Dans la queue cytoplasmique, on retrouve trois signaux de transport dont le

site YSLV (YXX¢) et le motif dileucine (LL).

Le domaine C-terminal contient un résidu de serine qui peut étre phosphorylé et soumis a diverses

modifications post-traductionnelles intervenant dans les interactions protéiques (Hermey, 2009).

3. Trafic intracellulaire de la sortiline et du MPR

La sortiline est synthétisée sous forme de précurseur avec un propeptide de 44 acides aminés
qui joue un réle dans la conformation de la protéine et dans son transport (Westergaard et al., 2004).
Le propeptide est ensuite clivé par une protéase de type subtilisine dans le trans-golgi. La protéine
mature active va alors pouvoir emprunter diverses voies du trafic subcellulaire : vers la membrane
plasmique (voie constitutive) ou elle pourra subir une endocytose dépendante de la clathrine avec le
concours du complexe AP2. La sortiline peut également étre sécrétée de maniére régulée par
intermédiaire des granules de sécrétion ou vers les endosomes avec dans ce dernier cas

l'intervention de la clathrine et des adaptateurs GGA et AP1 (Nykjaer et Willnow, 2012). Le recyclage
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de la sortiline des endosomes vers le TGN est réalisé principalement (du moins a partir des EE) par

I'action des complexes retromer et AP-1 (Figure 25).
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Figure 25. Vue d’ensemble du trafic intracellulaire de la sortiline (d’'aprés Nikjaer et Willnow,

2012).

Les résidus de mannose sur les protéines lysosomales peuvent étre reconnus par les MPRs
(Mannose-6-phosphate receptor) dans les compartiments trans du golgi. Il existe chez I'Homme deux
M6P-R : MPR46 («46 kDa cation dependant ») et MPR300 («300 kDa cation independant»). On les
retrouve dans le TGN, les endosomes, a la membrane plasmique mais pas dans les lysosomes
(Ghosh et al., 2003). Il s’agit de glycoprotéines de type | et les MPR avec leurs ligands vont quitter le
TGN dans des vésicules de clathrine (CCVs) qui vont fusionner avec les endosomes. Suite a
changement de pH, les complexes se dissocient et le récepteur est alors recyclé au TGN (Ghosh et
al., 2003). Chez des patients atteints de mucolipidose de type Il, les motifs M6P sont absents.
Cependant, les enzymes lysosomales sont présentes, suggérant une voie alternative et indépendante
a ces récepteurs (Dittmer et al., 1999). Il existe de grandes similitudes fonctionnelles et en termes de
séquences entre les domaines C-terminaux des MPRs et de la sortiline Les MPRs et la sortiline

utilisent chez la levure et les mammiferes les mémes partenaires cytosoliques pour leur transport.
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Chez la levure, la protéine Vps10p est localisée au niveau de I'appareil de Golgi. L’élaboration d’un
mutant possédant une protéine Vps10p dépourvue de son domaine cytoplasmique a conduit a
I'obtention d’une protéine non fonctionnelle et a une mauvaise localisation de celle-ci dans la vacuole
démontrant bien que ce domaine carboxy-terminal soit nécessaire a la localisation et au trafic de la

sortiline (Cereghino et al., 1995).

Des séquences enrichies en tyrosines présentent dans le domaine cytoplasmique C-terminal des
récepteurs sont capables d’interagir avec des complexes protéiques adaptateurs de la clathrine
(Glickman et al., 1989) tandis que des motifs dileucine jouent un réle dans la sortie du TGN (Johnson

et Kornfield, 1992).

Les signaux de transport des MPRs et de la sortiline sont localisés principalement au sein d’'un groupe
de résidus acides suivi par un motif dileucine (AC-LL) ou DXXL (D : Acide Aspartique ; X: acide
aminé quelconque, L : Leucine). Les signaux DXXL sont reconnus par les GGAs et les protéines GGA
ou «Golgi-localizing gamma-adaptin ear homology ARF-binding» sont des effecteurs des Arf et sont
impliqués dans les transports issus du TGN (Ghosh et Kornfeld, 2004). Des travaux menés chez la
levure ont démontré que les GGA interagissent avec la sortiline et le M6PR via leur domaine VHS
(Vps27p/Hrs/STAM) qui reconnait le motif dileucine présent sur ces récepteurs (Takatsu et al., 2001)

(Figure 26).
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Figure 26. Structure schématique des protéines GGA (d’apres Robinson et Bonifacino, 2001).
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Le domaine GAT des GGAs (Figure 26) permet le recrutement a la membrane par l'interaction avec
les ARF de type | et avec le PI4P (Puertollano, Randazzo et al., 2001). Le domaine GAE permet le
recrutement d’'une multitude de protéines accessoires permettant la formation, le déplacement et la
fusion des vésicules (Figure 26) (Nakayama et Wakatsuki, 2003). Chez la levure, la délétion de GGA1
et GGA2 conduit a un défaut de transport des protéines dans la vacuole (et notamment CPY), ce qui
démontre que les GGA sont impliquées dans le trafic du TGN vers les endo-lysosomes (Mullins et
Bonifacino, 2001 ; Costaguta et al., 2001). Des expériences de dominant négatif des GGAs entrainent

un blocage du MPR au TGN (Puertollano, Aguilar et al., 2001).

L'interaction entre les GGAs et le motifs AC-LL a été démontrée et caractérisée dans de nombreuses
études (Takatsu et al., 2001 ; Jacobsen et al., 2002 pour sorLA) et également par des expériences de
co-cristallographie (Shiba et al., 2002). Il a ensuite été découvert que les GGAs sont capables de lier
'ubiquitine présente sur les récepteurs cargo (Scott et al., 2004). L’'ubiquitine présente sur les
protéines transmembranaires agit ainsi comme un signal de routage au travers du systéme

endosomal. Ce mécanisme permettrait aux GGAs de reconnaitre et des trier les protéines.

Les protéines GGAs ne sont pas les seules protéines impliquées dans le transport de la sortiline et
des MPRs. Les MPRs transitent du Golgi aux endosomes via leur interaction avec les GGAs et/ou AP-
1 (Waguri et al.,, 2003 ; Takatsu et al., 2001 ; Puertollano, Aguilar et al., 2001 ; Zhu et al., 2001)

(Figure 27).
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Figure 27. Le trafic intracellulaire des MPRs (d’aprés Ghosh et al., 2003).

En plus des sites pour les GGA, les MPR possedent dans leur domaine C-terminal des sites de
liaisons pour AP-1 (YXX@ ; D/EXXXLL/I). Les protéines GGA sont localisées principalement dans le
TGN tandis que le complexe protéique AP-1 est localisé dans le TGN et les endosomes. Le motif
YXXo@ est reconnu par la sous-unité p1 (Canuel et al., 2008) et D/EXXXLL/I est reconnu par la sous-
unité y-o. AP-1 lie également les GTPases ARF de type | et le PI4P. Le domaine y du complexe AP-1
est similaire en termes de structure et fonction avec le domaine GAE des GGAs. Le réle des GGAs et

du complexe AP-1, leur éventuelle coopération est encore un débat a I'heure actuelle.

Des travaux ont permis d’établir le role des deux complexes protéiques impliqués dans le trafic.
L’investigation chez la levure puis dans des cellules humaines a en outre révélé que la sortiline
interagit avec Vps35 et p1-adaptin (Canuel et al.,, 2008). La sortiline est capable de se lier au
complexe retromer et AP-1 avec une interaction de la protéine vps35 du retromer avec le récepteur
(Arighi et al., 2004). Des expériences de mutagenéses dirigées ont montré qu'un motif YSVL (YXX¢4)
présent dans la partie N-terminale du domaine C-terminal (789-799) était responsable de I'interaction

avec le retromer. Des expériences de siRNA sur Vps26 entrainent un blocage de la sortiline au niveau

88



des endosomes. Le siRNA de mu1 entraine la rétention dans le TGN de la sortiline. Le « pro-
saposin » ou ligand de la sortiline et cathepsine B (ligand du M6PR) sont tous les deux affectés par
les siRNA, ce qui indique un mécanisme de transport commun aux deux récepteurs. Trés récemment,
il a été démontré que la protéine Vps26 se lie au motif FLV présent dans le domaine C-terminal de la

sortiline (Fjorback et al., 2012)

Les GGA et AP-1 sont deux adaptateurs pour le trafic intracellulaire médié par la clathrine et dans le
cas du complexe AP-1, c’est la sous-unité § qui interagit avec celle-ci. Des études menées sur des
souris déficientes pour la sous-unité p1 de AP-1 ont montré que ce complexe joue également un réle

dans le transport rétrograde des protéines (Meyer et al., 2000) (Figure 26)

Les relations exactes qui peuvent exister entre les deux types d’adaptateurs GGA et AP-1 restent a
élucider. Toutefois, une coopération entre ces deux adaptateurs dans la formation des vésicules
contenant les MPRs au niveau du TGN a été décrite (Doray et al., 2002). Par ailleurs, ces adaptateurs
sont présents dans des vésicules de clathrine différentes et ils fonctionnent de maniéere indépendante

avec un recrutement séquentiel des deux adaptateurs (Hirst et al., 2009 ; Daboussi et al., 2012).

Parmi les protéines accessoires qui vont se fixer sur les adaptateurs et permettre le trafic
intracellulaire des récepteurs vers les endosomes, on peut citer Rab31 qui est requis pour le transport
des MPRs du TGN aux endosomes (Rodriguez-Gabin et al., 2009). La sortiline s’associe de maniére
spécifique avec Rab7b et non avec Rab7 et Rab9 (Progida et al., 2012). Rab7b est localisée au
niveau des endosomes et du TGN. La déplétion de cette protéine entraine un probléme de recyclage
des récepteurs sortiline et M6PR. Cette GTPase permettrait donc le recyclage des récepteurs M6PR
et sortiline au TGN aprés qu’ils aient délivré leurs partenaires (Progida et al., 2012).

Le lieu ainsi que le moment de la dissociation exact du récepteur et de son ligand est encore un sujet
de débat. Ainsi, cela semble pouvoir avoir lieu dans un compartiment intermédiaire entre les

endosomes précoces et tardifs ou dans les endosomes tardifs eux-mémes.

Le recyclage du récepteur fait intervenir le retromer et AP-1 dans la phase précoce (discuté ci-dessus)
et Rab9-TIP47 dans la phase tardive (Figure 27). La protéine TIP47 est essentielle au transport
rétrograde du récepteur en agissant en coopération avec Rab9 (Diaz et Pfeffer, 1998 ; Hanna et al.,
2002 ; Johannes et Popoff, 2008). D’autres protéines ont été impliquées dans le transport rétrograde

des MPR des endosomes au TGN comme la clathrine, AP-1, des golgines, des protéines SNAREs,
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etc... (Mallard et al., 2002 ; Derby et al., 2007 ; Amessou et al., 2007). Le transport rétrograde des
MPRs a la membrane fait intervenir le motif YXX¢ présent dans la séquence protéique du récepteur et
ce motif est reconnu cette fois par le domaine y d’AP-2. Le processus de recyclage des récepteurs a
domaine Vps10 est conservé (Mari et al.,, 2008). Des relations entre le transport rétrograde des
récepteurs Vps10 et des maladies ont été mises en exergue. Ainsi, un défaut dans la voie de transport
rétrograde de sorLA serait impliqué dans la maladie d’Alzheimer (Rogaeva et al., 2007). La clathrine
et la dynamine sont impliquées dans la voie de recyclage des protéines comme le démontre les
expériences menées sur la sous-unité B de la toxine de Shiga STxB (Lauvrak et al., 2004 ; Saint-Pol
et al., 2004). EpsinR est requis pour le transport rétrograde des MPR et de STxB (Saint-Pol et al.,
2004). Il interagit avec la clathrine, AP-1, les GGAs et le PI4P. EpsinR modulerait la dynamique post-

golgienne en interagissant avec certaines protéines SNARE (Miller et al., 2007).

Le retromer formé des protéines Vps26-Vps29-Vps35 est impliqué dans le recyclage des MPRs des
endosomes au TGN (Arighi et al., 2004 ; Seaman 2005). Il existe deux isoformes de Vps26 : Vps26a
qui est ubiquitaire et présente au niveau des endosomes et Vps26b abondante dans le cerveau au
niveau de la membrane plasmique. Des expériences menées notamment sur des souris dépourvues
de Vps26b ont permis de démontrer que cette protéine et le complexe retromer sont impliqués dans le

transport de la sortiline (Kim et al., 2010)

Le retromer est composé comme suit : la structure allongée de Vps35 sert d’échafaudage pour lier
Vps26 et Vps29 (Hierro et al., 2007). Le retromer est constitué d’'un dimére de SNX (sorting nexin) et
un trimére composé de Vps35-26-29. Chez la levure les SNX sont Vps5 et Vps17 tandis que dans les
cellules de mammiferes le dimére de SNX peut-étre composé des SNX1,2, 5 et 6 (Cullen et
Korswagen, 2012 ; Dacks et al.,, 2008). Les protéines SNX lient les régions de courbures des
endosomes précoces grace a leurs domaines PX (Phox homology) et BAR (Bin/Amphiphysin/Rvs)
(Bonifacino et Hurley, 2008). Vps26 posseéde des homologies structurales avec les arrestines, des
protéines faisant le lien entre les protéines G couplées aux récepteurs et la clathrine. Vps29 est
semblable a une métalloprotease mais semble dépourvue d’activité catalytique (Cullen et Korswagen,
2012 ; Dacks et al., 2008). Certaines modifications post-traductionnelles sont indispensables pour
permettre le transport rétrograde. Par exemple, sans la palmitoylation, la sortiline ou le MPR ne peut

interagir avec le complexe retromer (McCormick et al., 2008).
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4. La sortiline, un récepteur aux multiples fonctions

a. Lasortiline comme récepteur impliqué dans le métabolisme

La protéine GLUT4 est un transporteur de glucose a 12 domaines transmembranaires localisée dans
les muscles et le tissu adipeux. Ce transporteur est séquestré dans la cellule dans des structures
appelées les GSVs (GLUT4 strorage vesicles). La sortiline est colocalisée avec le récepteur au
glucose Glut4 dans les adipocytes et est présente au niveau des GSV (Shi et Kandror, 2005) qui
contiennent : GLUT4, SORT1, IRAP (Insuline responsive aminopeptidase), LRP1 (lipoprotein
receptor-related protein 1), SORL1, et VAMP2. Ces vésicules résultent du bourgeonnement du TGN
ou d’un transport rétrograde aprés endocytose du récepteur. Aprés stimulation par l'insuline, les GSVs
vont étre transportées sur les microtubules (MT) et permettre I'adressage a la membrane du GLUT4
pour faciliter I'absorption du glucose. La biogenése de ces GSV et la redistribution des GLUT4 sont
dépendants de I'expression de la sortiline qui joue des fonctions essentielles dans les adipocytes (Shi

et Kandror, 2005).

D’un point de vue épidémiologique, il a été démontré que les taux de sortiline sont faibles dans les
tissus adipeux et les muscles squelettiques chez les patients atteints d'obésité (Strong et Rader,
2012). Par ailleurs, il existe une corrélation établie entre le taux de sortiline et les problemes de
transport du glucose dans les adipocytes et les muscles (Kaddai et al., 2009). Toutes ces
observations suggérent que la sortiline jouerait un réle capital concernant la physiopathologie du
diabéte et des maladies métaboliques. En effet, la sortiline interagit via son domaine Vps10p avec la
premiére boucle luminale de GLUT4 et il a été montré que le domaine luminal de la sortiline ainsi que
la présence de la premiére boucle dans la protéine GLUT4 sont essentiels a la réponse a l'insuline.
(Shi and Kandror, 2007 ; Kim et Kandror, 2012). Le trafic de GLUT4 résulte d'un recrutement de la
protéine adaptatrice GGA2 par la sortiline au niveau du TGN et cette protéine GGA2 reconnait donc la
sortiline mais son attachement a la vésicule est ensuite favorisé par I'ubiquitination de GLUT4 avec
une interaction avec ACAP1, un autre adaptateur de la clathrine qui lie ARF6 (Takatsu et al., 2002). .
Il existe une corrélation entre le taux d’expression de la sortiline dans le foie et la survenue d’infarctus

du myocarde (Strong et al., 2012). Par ailleurs, il a été démontré dans un modéle murin, qu’'une
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quantité élevée de sortiline présente dans le foie permet de réduire le taux de LDL-C dans le sang. La
sortiline présente au niveau de I'appareil de Golgi s’associe avec les apoB et celle présente a la
membrane s’associe avec les LDL. Le récepteur va ensuite amener ces ligands aux lysosomes pour
dégradation. De fait, la sortiline participe a la diminution de la sécrétion en apolipoprotéine B (apoB)et
augmente également le catabolisme des LDL par un adressage de ces protéines aux lysosomes

(Strong et al., 2012).

Parmi les ligands métaboliques de la sortiline, on trouve aussi la lipoprotéine lipase (LpL) qui est une
enzyme capable d’hydrolyser les triglycérides au niveau des muscles et du tissu adipeux. Une fois

associée au récepteur, elle va étre entrainée vers la dégradation (Nielsen et al., 1999).

b. La sortiline et ses fonctions associées dans le systéme nerveux

La sortiline est impliguée dans de multiples maladies neuro-dégénératives ou encore dans la
dépression (Nykjaer et Willnow, 2012 ; Mazella et al., 2010). Les taux de proNGF (ligand de la
sortiline) et de la sortiline sont corrélés a des pathologies parmi lesquelles on trouve la maladie de

Parkinson et d’Alzheimer.

Les neurotrophines (NTs) sont des molécules essentielles a la survie et a la différenciation des
cellules du systeme nerveux. On retrouve dans cette famille de protéines des facteurs tels que le
NGF, le BDNF, la neurotrophine 3 (NT3) et NT4. L’activité des NTs est régulée par deux types de
récepteurs : les Trk (A, B, et C Trk pour Tropomyosine-related kinase receptors) et le p75
(neurotrophine receptor). Les NTs existent sous deux formes : comme précurseur et mature apres
clivage protéolytique. Les deux formes ont globalement des effets antagonistes dans leurs activités.
Ainsi, les formes matures du NGF et du BDNF induisent des effets anti-apoptotiques et leurs
précurseurs des effets pro-apoptotiques. Dés lors, le contrdle du relargage des NTs et/ou leur clivage

peut constituer la clé du devenir cellulaire dans le systéme nerveux.

La sortilin lie le proBDNF au niveau du TGN et conduit a sa libération via des vésicules de sécrétion
(Chen et al., 2005) ou a son acheminement vers la dégradation lysosomale (Evans et al., 2011).

L'orientation vers telle ou telle voie dépendrait alors de la présence d’'une protéine sur le complexe
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SORT/proBDNF, la protéine HAP1 (Huntington-associated protein 1) ou du propeptide libre de la

sortiline (Yang et al., 2011 ; Evans et al., 2011).

Le complexe p75NTR/sortilin est crucial dans la régulation de la mort cellulaire via le proNGF/NGF.
Les effets proapoptotiques du proNGF passent par une interaction directe entre le p75NTR, I'un des
récepteurs du NGF, et la sortiline (Nykjaer et al, 2004). La sortiline est le co-récepteur du p75NTR
pour I'action proapoptotique activée par le proNGF alors que I'association du NGF au complexe TrKA-
p75NTR conduit a la survie cellulaire. Le prodomaine du NGF est en fait capable de lier la sortiline, ce
qui permet linteraction de la région mature au p75NTR. En absence de la sortiline, le proNGF est
incapable d’interagir avec p75NTR. Le NGF mature va pouvoir interagir avec p75NTR/TrkA. La
présence de la sortiline a la surface neuronale (en complexe avec p75NTR) va donc moduler
I’équilibre entre la survie et la mort cellulaire. En outre, le pro-NGF stimule la migration de cellules de

mélanome (A875) qui expriment un niveau élevé de sortiline et de p75 (Shonukan et al., 2003).

Le complexe p75NTR/sortiline est également impliqué dans la mort cellulaire par le proBDNF et le

proNT3 (Teng et al., 2005 ; Yano et al., 2009).

Le contréle de la quantité de sortiline présente a la surface cellulaire permet les transductions des
sighaux concernant la mort cellulaire. Par exemple, il a été décrit que la répartition de ce récepteur
joue un réle important dans I'embryogenése de la rétine (Nakamura et al., 2007). Ce contréle ferait
intervenir des partenaires protéiques particuliers qui orienteraient la destinée surface/lysosome de la

sortiline (Kim et Hempstead 2009).

La sortiline est un co-récepteur majeur dans les dendrites. Elle peut également se lier au prodomaine
de la neurotensine dans l'appareil de Golgi et serait alors en mesure de I'acheminer jusqu’a la
membrane cellulaire. La sortiline forme également un complexe avec le récepteur 1 de la
Neurotensine (Neurotensine receptor 1, un récepteur a sept domaines transmembranaires) dans les
cellules d’adénocarcinome de célon humain HT29 (Martin et al., 2002). Dans ce cas, la sortiline
module lintensité du signal induit par la Neurotensine puisque I'interaction sortiline-NTR1 diminue
I'activité de la voie de signalisation intrinséque du NTR1, activité qui fait intervenir les MAP kinases et
la phospholipase C. Dans un autre travail, les auteurs ont pu récemment démontrer que la sortiline

assure le transport des récepteurs Trk dans la voie de trafic antérograde induisant ainsi la

93



signalisation des neurotrophines qui peuvent alors jouer leur réle dans la survie neuronale (Vaegter et

al., 2011).

D’autres activités neuronales pour la sortiline ont été relevées et sont également a I'’étude comme son
role d’'amplificateur de la voie STAT3 par le CNTF (Ciliary NeuroTrophic Factor) ou sa fonction dans la

voie du PGRN (ProGRaNulin) (Larsen et al., 2010 ; Hu et al., 2010).
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PROBLEMATIQUE

La toxoplasmose représente I'une des infections les plus répandues et ubiquitaires dans le monde. La
primo-infection chez la femme enceinte peut causer des dommages importants ou la mort in utero des
foetus. La réactivation d’'une infection latente dans des conditions d'immunodéficiences comme chez
les patients atteints du SIDA ou aprés des transplantations d’organes peut entrainer des encéphalites
toxoplasmiques. La toxoplasmose est également une cause majeure de rétiniochoriodites.
Toxoplasma gondii et tous les parasites Apicomplexa ont développé un arsenal d’organites de
sécrétions uniques qui contiennent des facteurs essentiels pour l'invasion et la modulation des
cellules hotes (Carruthers et Boothroyd, 2007). La présence de ces organites et de leurs protéines
traduisent probablement une évolution et une adaptation vers le parasitisme car l'invasion et la
virulence des parasites dépendent de la sécrétion efficace, séquentielle et régulée des protéines des
micronémes et des rhoptries. Ainsi, 'adressage des protéines dans ces organites de sécrétion, leur
biogenese et fonctions sont des évenements biologiques essentiels pour le parasite. Les protéines
des rhoptries et des micronémes sont transportées via des compartiments d’'un systeme de type
endolysosomal dans lequel on observe des maturations protéolytiques et des séquences motifs ont
été retrouvées et pourraient expliquer le ciblage des protéines vers ces organites (Joiner et Roos,
2002 ; Sheiner et Soldati., 2008 ; Ng6 et al., 2003 ; Harper et al., 2006 ; Parussini et al., 2010). Les
parasites Apicomplexa se répliquent par bourgeonnement a partir de ou au sein d’'une cellule mére, et
les organites de sécrétion sont alors synthétisés de novo. Actuellement, les bases moléculaires de la
biogenése de ces organites sont peu connues. Le trafic vers ces organites dépend du « timing » de
I'expression des protéines au cours du cycle de vie du parasite, ce qui établi une corrélation entre le
trafic des protéines et la biogenése des organites.

De nombreux travaux ont étudié le transport des protéines et les avancées sur la compréhension du
trafic intracellulaire des parasites suggerent une intervention d’'un récepteur putatif qui serait capable
de discriminer et de transporter les protéines vers les micronémes (Gaij et al., 2011) ou les rhoptries
(Richard et al., 2009). Au début de ma these, les récepteurs permettant de lier, de trier et d’'acheminer
les protéines vers les organites cibles étaient inconnus.

Dans une étude précédente du laboratoire, une protéine avec un domaine Vps10p avait été identifiée

et cette protéine est apparue alors comme le candidat idéal pour assurer cette fonction d’'un récepteur
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de tri et d’adressage moléculaire. En effet, commele récepteur au mannose-6-phosphate (M6PR) n’a
pas été identifié chez T. gondii et les autres parasites Apicomplexa et que la sortiline est connue chez
les eucaryotes pour étre un récepteur alternatif au M6PR dans le trafic intracellulaire de protéines,

nous avons décidé d’explorer les fonctions biologiques de ce récepteur chez le parasite.
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RESULTATS

.  TgSORTLR est essentielle pour le transport protéique et la biogenése des

organites de sécrétion

En utilisant la chromatographie d’affinité avec de la lectine couplée a de la spectrométrie de masse,
nous avons préalablement identifi€ une protéine orthologue aux sortilines connues chez les
mammiféeres. Nous avons alors nommé cette protéine T. gondii Sortilin-Like Receptor (T9gSORTLR ;

Fauquenoy et al., 2008).

TgSORTLR posséde un ectodomaine N-terminal trés similaire aux sortilines référencées. Ce domaine
a pour fonction chez les autres eucaryotes d’interagir avec les protéines que la sortiline va prendre en
charge et trier. Le domaine cytoplasmique C-terminal de TgSORTLR est beaucoup plus divergent des
orthologues des cellules de mammiféres mais cette extrémité cytosolique est trés conservée chez les
parasites Apicomplexa. Ainsi I'étude de TgSORTLR peut conduire a développer les connaissances
fondamentales sur les sortilines et permettre d’élucider les voies cellulaires et moléculaires
spécifiques du trafic des protéines ainsi que la biogenése des organites qui renferment des facteurs
parasitaires importants pour la virulence et permettre le développement de nouvelles stratégies

vaccinales et médicamenteuses antiparasitaires.

Dans la premiére partie de ma thése, nous avons exploré les fonctions biologiques de TgSORTLR.
Nous avons démontré que TgSORTLR est localisée au niveau de I'appareil de Golgi et des vésicules
post-golgiennes et se lie aux protéines de micronémes et de rhoptries via son domaine luminal N-
terminal. Le domaine cytosolique C-terminal de TgSORTLR est capable d’interagir avec divers
composants de la machinerie de transport vésiculaire, ce qui permet probablement d’empaqueter les
protéines de rhoptries et de micronémes dans des vésicules a destination des organites de sécrétion
apicaux. TgSORTLR assure donc les fonctions essentielles de trafic des protéines impliquées dans la
virulence parasitaire et dans la biogenése des organites apicaux chez T. gondii. Ces travaux ont

donné lieu a la publication ci-dessous.
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SUMMARY

Apicomplexan parasites have an assortment of
unique apical secretory organelles (rhoptries and
micronemes), which have crucial functions in host
infection. Here, we show that a Toxoplasma gondii
sortilin-like receptor (TJSORTLR) is required for the
subcellular localization and formation of apical
secretory organelles. TgSORTLR is atransmembrane
protein that resides within Golgi-endosomal related
compartments. The lumenal domain specifically
interacts with rhoptry and microneme proteins, while
the cytoplasmic tail of TgSORTLR recruits cytosolic
sorting machinery involved in anterograde and retro-
grade protein transport. Ectopic expression of the
N-terminal TgSORTLR Ilumenal domain results in
dominant negative effects with the mislocalization
of both endogenous TgSORTLR as well as rhoptry
and microneme proteins. Conditional ablation of
TgSORTLR disrupts rhoptry and microneme biogen-
esis, inhibits parasite motility, and blocks both
invasion into and egress from host cells. Thus, the
sortilin-like receptor is essential for protein traf-
ficking and the biogenesis of key secretory organ-
elles in Toxoplasma.

INTRODUCTION

The phylum Apicomplexa contains some of the most deadly
pathogens of medical and veterinary importance, including
Plasmodium (malaria), Eimeria (coccidiosis), and Toxoplasma
gondii, which pervasively infects humans. As an obligate intra-
cellular pathogen, T. gondii is capable of actively invading a
wide range of nucleated host cells, wherein it replicates in
a parasitophorous vacuole (PV). In addition to the canonical eu-
karyotic organelles, such as a central nucleus surrounded by an

extensive endoplasmic reticulum (ER) and a single Golgi situated
in the proximal anterior region, T. gondii has three other morpho-
logically distinct, specialized secretory organelles called micro-
nemes, rhoptries, and dense granules that typify apicomplexan
parasites (Pelletier et al., 2002; Boothroyd and Dubremetz,
2008). Whereas dense granule proteins are secreted constitu-
tively, rhoptry (ROP) and microneme (MIC) contents are sequen-
tially released upon binding to the host-cell surface and during
the subsequent invasion phase in a highly regulated manner.
Microneme proteins are not only crucial for binding to the host
cell prior to entry, but are also essential for parasite gliding
motility that drives active invasion (Huynh and Carruthers,
2006). Rhoptry secretion establishes the PV and delivers key
virulence factors that modulate immune responses and other
vital cellular functions (Boothroyd and Dubremetz, 2008).

T. gondii ROP and MIC proteins navigate through the ER,
Golgi, and endosome-like organelles prior to being packaged
into their respective apical secretory organelles (Ngb et al.,
2003; Harper et al., 2006). A few components of the T. gondii
vesicle budding, transport, and fusion machinery have been
partially characterized (Chaturvedi et al., 1999; Hager et al.,
1999; Stedman et al., 2003), and tyrosine-based endosomal
sorting signals and associated adaptor complexes have been
described (Hoppe et al., 2000). Also, a large dynamin-like
GTPase, DrpB, expressed in the cytoplasm near the Golgi is
required for the biogenesis of secretory organelles of T. gondii
(Breinich et al., 2009). While these studies suggest that
T. gondii possesses machinery involved in vesicular trafficking
through the Golgi, endosomal system, and the secretory system,
precisely how proteins are guided through these endomembra-
nous structures remains poorly understood. Similar to virtually
all other unicellular eukaryotes, T. gondii and other apicomplex-
ans lack a mannose-6-phosphate receptor for sorting to the
endosomal pathway. Although T. gondii possesses two putative
plant-like vacuolar sorting receptors (TgVSR1 and TgVSR2),
neither appear to be necessary for the protein trafficking to
apical organelles based on expression and knockout experi-
ments (R.Y.G. and VBC, unpublished data). Sortilin, also known
as VPS10 in yeast, is a type | single pass transmembrane cargo
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receptor that functions in mannose-6-phosphate independent
sorting to the endolysosomal system. Expressed in a number
of vertebrate tissues, notably brain, spinal cord, testis, and skel-
etal muscle, sortilin also functions as a surface coreceptor for
induction of neural apoptosis in the brain (Kim and Hempstead,
2009) and is linked to type 2 diabetes (Clee et al., 2006) and
Alzheimer’s disease (Rogaeva et al., 2007). However, mice or
yeast deficient in sortilin/VPS10 are viable and show relatively
mild phenotypes (Marcusson et al., 1994; Jansen et al., 2007).
Here, we demonstrate that a Toxoplasma gondii sortilin-like
receptor, TgSORTLR is a major cargo receptor that is essential
for protein trafficking, the biogenesis of apical secretory organ-
elles, and the development of host infection and pathogenicity.
Our findings illustrate a key role for an endolysosomal cargo
receptor in protein shepherding through the exocytic system
and also point toward the indication that, unlike yeast and higher
eukaryotes, lower branching eukaryotes, including pathogenic
species, lack redundant mechanisms for protein trafficking.

RESULTS

T. gondii Sortilin-like Receptor Resides in the Golgi
and Endosomal-Related Compartments
Using concanavalin-A lectin affinity purification and mass spec-
trometry, we previously identified a T. gondii ortholog of
mammalian sortilin (TgSORTLR), which copurified with several
ROP and MIC proteins involved in host cell invasion (Fauguenoy
et al.,, 2008). Cloning and sequencing the full-length cDNA
revealed a 962 amino acid protein with predicted molecular
mass of 105 kDa. Interestingly, TgSORTLR itself is not N-glyco-
sylated (Fauquenoy et al., 2008, 2011), suggesting that it bound
to the lectin column via interactions with ROP and MIC glycopro-
teins. This notion is also supported by the high degree of simi-
larity of T9SORTLR to mammalian sortilins (Figures 1A and
S1A), which are well known for their protein-binding capabilities.
The Ilumenal domain of TgSORTLR exhibits conserved
ten-bladed propellers (blades A to J) and two small 10-cysteine
domains (10CCa and 10CCb), which interact with the B-propeller
and influence ligand binding (Figures 1A and S1A; Quistgaard
et al., 2009). Modeling of the 3D structure of TgSORTLR lumenal
domain also showed striking specific structural features that are
shared by sortilin homologs of other apicomplexans (Figures
S1B and S1C). These unique features include sequence inser-
tions organized as three large loops in the lumenal cargo-binding
domain (inserts 1 to 3, Figures 1A and S1A). Additionally, the
C-terminal tail of TgSORTLR contains an acidic cluster and a
dileucine motif (Figures 1A and S1D), which in mammalian sorti-
lin are crucial for intracellular sorting (Hermey, 2009).
Antibodies to recombinant TgSORTLR recognized a
~105 kDa protein in T. gondii lysate (Figure 1B). Confocal
imaging of intracellular parasites stained with anti-TgSORTLR
revealed labeling in the Golgi region (Figures 1C and 1D). Indeed,
analysis of confocal images showed that 73 + 6% of TgSORTLR
colocalizes with GRASP-RFP, a marker of T. gondii cis-medial
Golgi (Figures 1D and 1E; Pelletier et al., 2002). Three-dimen-
sional reconstructions from confocal images confirmed the
presence of TgSORTLR in the Golgi (Movie S1). In addition, we
showed that TgSORTLR also colocalized significantly with
markers of the TGN (GalNAcT), early endosomes (Rab5a), late
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endosomes (VP1 and Rab7), and a lysosomal-related compart-
ment (CPL), with colocalization estimated at 70%, 65%, 62%,
and 40%, respectively (Figures 1D and 1E). In contrast,
TgSORTLR showed little colocalization with the ER marker
HDEL-RFP (10%) or the dynamin DrpB (3%) (Figures 1D and
1E). Cryoimmuno-electron microscopy (cryo-IEM) of TgSORTLR
in intracellular parasites ectopically expressing TgSORTLR-
cMyc (Figure 1F, left panel) or endogenous wild-type protein
(Figure 1F, middle panel) confirmed Golgi cisternae. Some of
the labeled components seen by cryo-IEM (e.g., Figure 1F,
middle panel) resembled the tubular post-Golgi structures noted
by Harper and colleagues (Harper et al., 2006). TgSORTLR was
also seen by cryo-IEM in membrane vesicles in the central ante-
rior region (Figure 1F, right panel), suggesting that a significant
proportion of TgSORTLR may localize beyond the Golgi, likely
in the trans-Golgi Network (TGN) and/or endosome-like
compartments. We therefore conclude that the Golgi and endo-
somal localization of TgSORTL defines it as a plausible candi-
date type | transmembrane receptor for protein sorting and
trafficking through the endocytic/exocytic system of T. gondii.

TgSORTLR Is a Cargo Receptor that Binds ROP

and MIC Proteins

The localization of TgSORTLR in Golgi and endosome-like
compartments prompted us to identify its protein ligands. Live
parasites were crosslinked with the reduction sensitive, cell-
permeable crosslinker dithiobis succinimidyl propionate (DSP)
(Fauquenoy et al., 2011). A detergent extract was immunopre-
cipitated with anti-TgSORTLR beads, and the eluted protein
complexes (Figure S2A) were identified by mass spectrometry
as microneme MIC1, MIC4, and rhoptry ROP1, ROP2, ROP4
and ROPS5 proteins (Table S1). Our analysis revealed seven
TgSORTLR peptides (Table S1), including two that were modi-
fied by DSP (Figures S2B and S2C). One DSP-modified peptide
from ROP5 was also identified (Figure S2D). Furthermore, incu-
bation of parasite extracts with recombinant lumenal domain
rTgSORTLR37.7g9 fused to GST confirmed binding to MIC4,
ROP2, and ROP4 proteins and further revealed interactions
with microneme proteins MIC5 and MA2P (Figure S2E). In
contrast, rTgSORTLR37.7g9 did not bind GRA3. GST alone also
failed to bind any of the MIC or ROP proteins examined.
Furthermore, we showed that TgSORTLR colocalizes partially
with MIC5 (Figure 2B, merge), ROP1 (Figure 2C, merge), and
ROPS5 (Figure S2F) using confocal microscopy. Rhoptries and
micronemes are made de novo in daughter parasites undergoing
replication, and their resident proproteins are subjected to
proteolytic processing within endosomal compartments (Carey
etal., 2004; Harper et al., 2006; Parussini et al., 2010). Using anti-
bodies specific to propeptides of ROP4 and MIC5 proteins, we
also found that TgSORTLR partially colocalizes with the pro-
ROP4 and proMIC5, respectively, within the proximal anterior
region (Figures S2G and S2H). However, the level of colocaliza-
tion between TgSORTLR and proROP4 or proMIC5 varies
considerably from one vacuole to another (Figures S2G and
S2H), suggesting potential transient interactions that may occur
in a cell-cycle dependent manner. Collectively, these data
suggest TgSORTLR is a cargo receptor that interacts physically
with ROP and MIC proteins in the Golgi-endosomal compart-
ments of T. gondiii.
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Figure 1. T. gondii Sortilin-like Receptor Resides in the Golgi and Endosome-Related Structures

(A) Schematic representations of key domains of human sortilin, TgSORTLR, the lumenal domain of TgSORTLR, and its truncated versions fused to GST. PS,
peptide signal; TM, transmembrane; m, membrane-adjacent motif; ac-LL, acidic cluster-dileucine motif. See also Figure S1.

(B) Immunoblot probed with mouse polyclonal anti-TgSORTLR antibodies reveals a single protein of ~105 kDa in T. gondii whereas no protein was detected in
human foreskin fibroblast (HFF) cell extract.

(C) Localization of TgSORTLR by confocal images using the mouse polyclonal anti-TgSORTLR antibodies. Bars, 5 um.

(D) TgSORTLR colocalized with Golgi-endosomal and trafficking markers (see also Movie S1). Intracellular T. gondii tachyzoites stably expressing GRASP-RFP
(cis-Golgi and medial Golgi), HDEL-RFP (endoplasmic reticulum), and DrpB-YFP (Golgi proximal cytoplasmic inclusion) or transiently expressing GalNAcT-GFP
(trans-Golgi network), Rab5a (early endosome), and Rab7 (late endosome), or rabbit polyclonal anti-VP1 (late endosome and lysosome-related compartment)
antibodies were used. Bars, 5 um.

(E) Quantification of TgSORTLR colocalization Golgi-endosomal markers. Bars represent mean values of n = 3 independent experiments + standard deviation.
(F) Schematic representation of T. gondii showing its different compartments and organelles. Cryo-IEM of TgSORTLR localized in the Golgi apparatus of
transgenic T9SORTLR-cMyc parasite (left panel), wild-type parasite (middle panel), and Golgi-proximal vesicles of transgenic TgSORTLR-cMyc strain (right
panel). Black arrowheads indicate the nuclear envelope. Mn, microneme; Rh, rhoptry; DG, dense granule; N, nuclei. Bars, 200 nm.
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Figure 2. The Cytoplasmic Tail of TgSORTLR Is Essential for Correct Subcellular Localization of Endogenous TgSORTLR, Rhoptry, and
Microneme Proteins

(A) Expression of TgSORTLR protein lacking its C-terminal tail (TgSORTLRACt-GFP, green) resulted in the mislocalization of endogenous TgSORTLR stained with
the anti-TgSORTLR antibodies (middle panel, red). TgSORTLRANt-GFP (right panel) and the full-length TgSORTLR-GFP (left panel) mediate the correct
localization in the Golgi-endosomal structures. The endogenous TgSORTLR was labeled with the mouse anti-TgSORTLR and goat secondary antibodies.

(B) Expression of TgSORTLRACt-HA (rat polyclonal anti-HA9 and 488 nm-Alexa goat secondary antibodies, green) resulted in the mislocalization of MIC5 (rabbit
anti-MIC5 and 594 nm-Alexa goat secondary antibodies, red). Endogenous TgSORTLR was stained with the mouse polyclonal anti-TgSORTLR and 633 nm-
Alexa goat secondary antibodies.

(C) Expression of TgSORTLRACt-HA resulted in the mislocalization of ROP1. TgSORTLRACt-HA, endogenous TgSORTLR, and ROP1 were labeled as above.
(D) Expression of TgSORTLRACt-HA has no effect in the Golgi proximal localization of DrpB-YFP. These data indicate that rhoptry and microneme proteins are

present in the Golgi-endosomal associated structures in which TgSORTLR resides (see also Figure S2). Bars, 5 um for all panels.

Ectopic Expression of a C-Terminally Truncated Mutant
of TgSORTLR Abolishes the Transport to Rhoptries

and Micronemes

To substantiate that T. gondii uses a sortilin-like receptor to
traffic invasion-related proteins to the apical organelles, wild-
type parasites were transiently transfected with full-length or
truncated mutants of TgSORTLR fused to either GFP or an
HA epitope tag. Whereas full-length TgSORTLR-GFP showed
the expected proximal anterior localization (Figure 2A, left
panel), C-terminally truncated TgSORTLR fused to GFP
(TgSORTLRACt-GFP) displayed multiple puncta both anterior
and posterior to the parasite nucleus (Figure 2A, middle panel).
These data suggest an essential role for the C-terminal tail in
the proper localization of TgSORTLR. Furthermore, truncation
of the lumenal domain demonstrated that the C-terminal tail
alone is sufficient for Golgi-endosomal localization (Figure 2A,
right panel). Interestingly, transient expression of C-terminally
truncated TgSORTLR-HA (Figures 2B and 2C, TgSORTLRACt-
HA, green signal and lower panels) appeared to exert a dominant
negative effect, causing the mislocalization of endogenous
TgSORTLR (Figures 2B and 2C, anti-TgSORTLR, lower and right
panels) along with ROP1 and MIC5, which accumulated
throughout the cytoplasm of transfected parasites (Figures 2B
and 2C, red signal and lower panels). In contrast, no effect on
the Golgi proximal localization of the DrpB was noted (Figure 2D).
Transient expression of TgSORTLRACt-HA in T. gondii tachy-
zoites also led to a severe defect in intracellular parasite division,
which is consistent with our repeated failure to generate
Toxoplasma lines stably expressing this mutant. These findings

suggest that the dominant negative effect of expressing
TgSORTLRACt compromises parasite replication.

Conditional Ablation of TgSORTLR Disrupts Protein
Trafficking and Biogenesis of Rhoptries

and Micronemes

Since dominant negative effects can be problematic to interpret,
we conditionally ablated TgSORTLR expression in anhydrotetra-
cyline (ATc)-inducible TgSORTLR knockout (iKO) parasites
(Figures 3A and 3B). ATc treatment resulted in the loss of
TgSORTLR protein in iKO parasites but had no effect on expres-
sion in wild-type parasites (Figure 3C). Confocal imaging
confirmed the absence of TgSORTLR after ATc treatment
(Figure 3D). ROP2-4 and MIC1 coimmunoprecipitated with
TgSORTLR in wild-type and cMyc-tagged transgenic parasites,
even in the absence of DSP (Figure 3E), but failed to do so in iKO
mutants grown with ATc (Figure 3F). These findings confirm the
specificity of the interactions, which is also supported by the
failure of TgSORTLR to coimmunoprecipitate with DrpB-YFP
(Figure S2I). To decipher the molecular basis of ROP and MIC
protein binding to TgSORTLR, we tested the complete lumenal
domain of TgSORTLR along with a series of truncation mutants
(see schematic representations in Figure 1A) for binding to either
native or recombinant ROP and MIC proteins. Figure 3G shows
that the recombinant TgSORTLR proteins were purified to homo-
geneity with similar yields. The recombinant complete lumenal
domain of TgSORTLR (rSORT37.789-GST) bound to MIC5 and
ROP1 (Figure 3l) in total protein extracts from the iKO depleted
of endogenous TgSORTLR by ATc treatment (Figure 3H,
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compare lanes 5 and 6). Similarly, the first two truncation
mutants, rSORT5p5.789-GST and rSORT444-759-GST, also bound
to MIC5 and ROP1, with the latter mutant showing enhanced
binding to ROP1 (Figure 3l). Neither the third recombinant
mutant rTgSORT736.789-GST nor GST protein alone bound to
MIC5 and ROP1, confirming that the bladed propeller domains
of TgSORTLR are necessary for cargo binding. To test for direct
binding, recombinant MIC5-HA and ROP1-HA proteins
expressed in wheat germ extracts (Figure 3H, lanes 2 and 4)
were incubated with the series of recombinant TgSORTLR
proteins. No binding was seen between MIC5-HA or ROP1-HA
and any of the recombinant TgSORTLR proteins (Figure 3J).
E. coli-derived recombinant MIC5 and MIC10 also failed to
bind recombinant TgSORTLR. These findings suggest that the
binding of MIC and ROP proteins to TgSORTLR is indirect or
requires features of the native MIC and ROP proteins that are
not present in recombinant forms of these proteins.

Next, we treated iKO parasites with ATc to ablate expression
of T9gSORTLR and examine the effect on ROP and MIC protein
localization. TYSORTLR deficiency strikingly altered the apical
distribution of all ROP and MIC markers tested. Figure 4 illus-
trates the mislocalization of ROP1, ROP2-4, ROP5, ROP7,
and RON1 proteins (Figure 4A) and MIC2, MIC3, MIC4, and
M2AP proteins (Figure 4B). We also noticed that in some vacu-
oles of the TgSORTLR-deficient mutant, ROP1 and MIC4
appear as residual cytoplasmic puncta whereas other vacuoles
showed the complete absence of ROP1 and MIC4 (Figures 4A
and 4B). In addition, ROP7 (Figure 4A), MIC3, and ROP2-4
(data not shown) were detected in the host cytoplasm and
localized around the nucleus, consistent with leaking of the
PV contents into the host cell cytosol. In contrast, no morpho-
logical changes were observed for dense granules (GRAS3),
inner membrane complex (GAP45), the remnant plastid (Api,
Atrx2; DeRocher et al. [2008]), the endoplasmic reticulum
(SERCA; Nagamune et al. [2007]), or the mitochondrion (Mito,
HSP60; Toursel et al. [2000]) (Figure 4C). Finally, com-
plementation of iKO mutants by transient transfection
of TgSORTLR-GFP restored the classical microneme and
rhoptry apical patterns, while the TgSORTLR lumenal domain
(TgSORTLRACt-GFP) failed to rescue the defect localizations
(Figure S3), confirming a functional requirement of the
C-terminal cytosolic domain.

TgSORTLR Is Essential for the Formation of Rhoptries
and Micronemes in T. gondii

Following 72 hr of ATc treatment, we observed that TgSORTLR-
deficient parasites were devoid of the typical electron-dense
club-shaped rhoptry and flattened microneme organelles
(Figures 5B and 5C) compared to wild-type parasites (Figure 5A).
Five serial ultrathin sections spaced 100 nm apart through
five adjacent TgSORTLR-deficient parasites confirmed the
absence of typical and morphological defined rhoptries in 23
out of the 25 serial electron micrographs (Figure S4). Further-
more, no typical micronemes were seen in these 25 serial ultra-
thin sections of TgSORTLR-deficient parasites, whereas
numerous dense granules (DG) were still present (Figures 5C
and S6). We also observed by cryo-IEM that ROP2-4 and
MIC5 proteins were diverted to the PV (Figures 5E and 5G), while
these proteins correctly resided in their respective apical organ-

elles in the absence of ATc (Figures 5D and 5F). Finally, MIC5
was detected in the dense granules after ATc treatment
(Figure 5H, inset), suggesting that it and possibly the other mis-
localized secretory proteins are rerouted to this default, constitu-
tive secretory pathway in the absence of regulated secretory
organelles.

TgSORTLR Cytoplasmic Tail Binds to Cargo Proteins
that Mediate Both Anterograde and Retrograde
Golgi-Endosome Trafficking

To further substantiate the function of TgSORTLR as cargo
receptor for sorting microneme and rhoptry proteins, we fused
the cytoplasmic tail of TgSORTLR to GST and incubated it with
parasite extracts to test for interactions with components of
the cytosolic sorting machinery. As shown in Table S2, the
TgSORTLR cytoplasmic tail bound to parasite homologs of
clathrin heavy chain, clathrin-associated adaptor complex small
chain, B, v, and u1 adaptins, three components of the AP1 and
AP2 adaptor complexes known for clathrin-mediated endocy-
tosis (Sosa et al., 2012). Interestingly, we also identified homo-
logs of the coat complex transport proteins Sec23/Sec24 that
ensure the directionality of anterograde membrane flow from
the ER to the Golgi apparatus (Lord et al., 2011). Finally, the
C terminus of TgSORTLR also pulled down three homologs of
retromer-associated vacuolar sorting proteins Vsp9, Vps26,
and Vsp35. This is consistent with TgSORTLR binding to the
retromer complex that mediates retrograde transport from endo-
somes to the trans-Golgi network (Kim et al., 2010). To further
investigate if these cytosolic cargo-sorting proteins are similarly
present in the Golgi-endosomal compartment, we determined
the subcellular localization of endogenous Vps26 protein
in T. gondii by chromosomally appending an encoded HA
epitope tag. TgVps26-HA displayed better colocalization with
TgSORTLR than any of the previously tested markers (Figure 6A
compared to Figure 1D). Altogether, these findings suggest that
TgSORTLR functions as a cargo transport protein by coordi-
nating with cytosolic proteins involved in Golgi-endosomal
trafficking including TgVsp26. Furthermore, we showed that
the Golgi-endosomal localization of TgVps26-HA transiently
expressed in the iKO mutant (Figure 6B, left panels) was abol-
ished upon treatment with ATc (Figure 6B, right panels). Simi-
larly, the Golgi-endosomal localization of TgVps26-HA stably
expressed in the wild-type parasites (Figure 6C, left panels)
was disrupted upon transiently expressing the dominant nega-
tive TgSORTLRACt protein (Figure 6C, right panels). Instead,
only cytoplasmic signal was observed. Taken together, these
data indicate that endosomal compartments might not form
correctly in the absence of TgSORTLR.

Host Infection by T. gondii Is Crippled by the Absence

of TgSORTLR

As a first assessment of the essentiality of TgSORTLR, we tested
the ability of parasites to form plaques on host cell monolayers.
Whereas the wild-type parasites grew normally and developed
equal sized plaques in the absence or presence of ATc (Fig-
ure 7A, yellow arrows), growth of iKO lines gave rise to normal
plaque sizes only in the absence of ATc (Figure 7B, left panel).
The presence of ATc led to a complete block in plaque formation
in TgSORTL-deficient parasites (Figure 7B, right panel). To
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Figure 3. Conditional Ablation of TJSORTLR Gene and Phenotypic Studies
(A) Schematic of the approach used for the conditional ablation of TgSORTLR gene.
(B) PCR analysis using the primers indicated in (A) confirms the conditional ablation TgSORTLR. Superoxide dismutase (SOD), positive control.

(C) Immunoblots of wild-type and TgSORTLR-deficient lines grown in the presence or absence of ATc for 48 hr and probed with anti-TgSORTLR antibodies. Actin
was detected as a loading control.

(D) Confirmation of TgSORTLR conditional depletion by confocal imaging using anti-TgSORTLR antibodies after 48 hr ATc treatment.

(E) Immunobilots of wild-type TgSORTLR or ectopic T9SORTLR-cMyc coimmunoprecipitated with monoclonal anti-ROP2-4 or anti-MIC1 antibodies. See also
Table S1.

(F) TgSORTLR does not coimmunoprecipitate with ROP2-4 or MIC1 after conditional depletion with ATc for 48 hr.

(G) Coomassie blue staining of the purified recombinant lumenal domain of TgSORTLR, its different truncations or GST alone.

(H) Expression of recombinant rMIC5-HA (lane 2) and rROP1-HA (lane 4) proteins by wheat germ in vitro transcription/translation. Immunoblots were probed with
rabbit polyclonal anti-HA9 antibodies. Lanes 1 and 3, total protein extracts stained with Ponceau red. Immunoblots of TgSORTLR-deficient mutants grown
without (lane 5) or with ATc for 48 hr (lane 6) incubated with anti-TgSORTLR, rabbit polyclonal anti-MIC5 (lane 7), or monoclonal anti-ROP1 (lane 8) antibodies.
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Figure 4. The Conditional Depletion of TgSORTLR Mislocalizes Microneme and Rhoptry Proteins

(A) In the presence of ATc for 48 hr, several rhoptry ROP1, ROP2-4, ROP5, ROP7, and RON1 proteins were mislocalized in TgSORTLR-deficient mutant, whereas
the apical localization was observed in the absence of ATc, as expected. Only one confocal image of wild-type parasite corresponding to the first anti-ROP
antibody is shown when several proteins have an identical pattern.

(B) Several microneme proteins including MIC2, MIC3, MIC4, and MA2P were mislocalized in TgSORTLR-deficient mutant after 48 hr ATc treatment. Only one
confocal image of wild-type parasite was shown as above.

(C) Subcellular localizations of the inner membrane complex (GAP45), dense granules (GRA3), endoplasmic reticulum (SERCA), apicoplast (Atrx2; Api), or
mitochondrial (HSP60; Mito) markers were unchanged in the T9SORTLR deficient mutant. These data indicate that TgSORTLR regulates ROP and MIC protein

transport during rhoptry and microneme biogenesis (see also Figure S3).

assess egress, live video microscopy was used to visualize para-
site exit in response to induction with the calcium ionophore
A23187. The iKO parasites efficiently egressed from host cells
when grown without ATc (Movie S2, left), yet it failed to egress
upon ionophore stimulation after growth in ATc (Movie S2, right).
To monitor if the parasites depleted for TgSORTLR can still glide,
iKO mutants grown in ATc were mechanically released from
infected host cells, and trail deposition assays performed. Fig-
ure 7C shows that the iKO line grown in the absence of ATc
showed a significant number of circular trails (yellow arrows,
left panel). In contrast, conditional ablation of TgSORTLR para-
lyzed the parasite (Figure 7C, right panel). As expected based
on the absence of gliding, mechanically released iKO mutants

grown in ATc were also severely impaired in their ability to invade
host cells (Figure 7D).

To examine the role of the TgSORTLR in Toxoplasma infection,
mice were infected with iKO parasites that were cultured without
ATc, and TgSORTLR expression levels were suppressed in vivo
by providing ATc in the drinking water. Strikingly, all mice inocu-
lated with iKO parasites in the absence of ATc treatment
succumbed to the infection by day 9, whereas ATc-treated
infected mice survived regardless of whether treatment was
initiated on day O postinfection or day 5 postinfection, when
the mice exhibit symptomatic acute toxoplasmosis (Figure 7E).
This demonstrates that mice can be cured of acute toxoplas-
mosis by suppression of TgSORTLR expression. Similarly,

(I) Pull-down assays using the protein extracts from TgSORTLR-deficient mutant and rSORT37.789-GST, rA1SORT202.789-GST, rA2SORT446.780-GST, or
rA3SORT736.780-GST (see schematic representations in Figure 1A). Blots were incubated with rabbit polyclonal anti-MIC5 or anti-ROP1 antibodies.
(J) Pull-down assays using protein extracts containing rMIC5-HA or rROP1-HA protein incubated with rSORT37.789-GST or rA1SORT02-789-GST beads (upper

panel). Blots were stained with rabbit anti-HA antibodies.
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mice infected with the TgSORTLR iKO at higher doses survived
the acute infection when treated with ATc beginning at day 0
postinfection (Figure 7F). Moreover, all mice survived the iKO
infection when ATc treatment was stopped at day 15, suggesting
complete clearance of infection (Figure 7F, black arrow). We
conclude that the conditional ablation of TgSORTLR trans-
formed a T. gondii virulent strain into nonlethal parasites. Mice
that survived the primary infection with iKO parasites were chal-
lenged with a lethal dose of virulent wild-type RH parasites.
Unexpectedly, all of the mice previously infected with iKO para-
sites succumbed to the challenge infection, albeit with a modest
delay that was dependent upon the dose of the primary infection
(Figure 7G). This suggests that infection with iKO parasites does
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Figure 5. TgSORTLR Is Crucial for the
Biogenesis of Micronemes and Rhoptries
(A) Transmission electron micrograph showing
rhoptries (Rh) and micronemes (Mn) in the wild-
type parasite.

(B) Ultrathin section of a TgSORTLR-deficient
parasite lacking typical micronemes and rhoptries
after ATc treatment for 72 hr.

(C) Longitudinal ultrathin section of TgSORTLR-
deficient parasite lacking typical micronemes and
rhoptries but accumulating unknown vesicles
(asterisks) after ATc treatment for 72 hr. See also
Figure S4.

(D) Cryo-IEM of rhoptries in the wild-type parasite
using anti-ROP1 antibodies.

(E) In the TgSORTLR-deficient parasites, gold-
labeled ROP1 was only detected in the vacuole
after ATc treatment for 48 hr.

(F) Cross-sections through the anterior end of
wild-type parasite showing numerous gold-
labeled micronemes using anti-MIC5 antibodies.
(G) TgSORTLR-deficient parasites showed gold-
labeled MIC5 mainly in the PV after ATc treatment
for 48 hr as a result of mistargeting from the
microneme pathway. The remaining gold-labeled
MIC5 was detected in the dense granules (DG, see
the inset (H)). N, nucleus; PV, parasitophorous
vacuole; M, mitochondrion. Bars, 500 nm for all
panels.

not confer sterile immunity, perhaps
because of the rapid clearance of iKO
parasites.

DISCUSSION

We showed that TgSORTLR localizes to
the Golgi cisternae and proximal vesicles
and acts as a cargo receptor that is
necessary for the biogenesis of secretory
organelles. Further, TgSORTLR is essen-
tial for host cell egress, gliding motility,
cell invasion, and in vivo infection by
T. gondii, likely because of the crucial
roles for apical secretory organelles in
all events. Despite its high conservation
throughout the tree of life, sortilin has
not been reported to be essential in any
other biological system (Marcusson et al., 1994; Jansen et al.,
2007). In contrast, our findings reveal an indispensible role for
T. gondii sortilin, which is the indication that, unlike yeast and
higher eukaryotes, lower branching eukaryotes such as apicom-
plexan parasites do not have redundant mechanisms of protein
trafficking. This provides a unique glimpse into a “simplified”
sorting system in lower eukaryotes. We suggest that TgSORTLR
guides ROP and MIC proteins through the Golgi for packaging
into vesicles at the trans-Golgi network. Supporting this notion,
we observed Golgi proximal, proROP4, and TgSORTLR-positive
structures that could be transport vesicles destined for the endo-
lysosomal system. Regardless, TgSORTLR likely plays a role in
the formation and packaging of these vesicles based on the
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Figure 6. TgSORTLR Colocalizes with TgVsp26 and Dictates Its Membrane Association

(A) Extensive colocalization between TgSORTLR (mouse polyclonal antibody, red) and endogenously tagged TgVps26-HA (rabbit polyclonal antibody, green).
(B) Z stack acquisitions by confocal microscopy of transiently transfected iKO tachyzoites expressing TgVSP26-HA under the control of the GRA1 and grown in
the absence (left panels) or presence (right panels) of ATc for 48 hr. Antibodies used are the same as in (A).

(C) Z stack confocal acquisitions of tachyzoites stably expressing endogenously tagged TgVps26-HA in RHAku80 strain before (left panels) or after (right panels)
transient transfection with TgSORTLR lacking its C-terminal tail. These data indicate that the C-terminal tail of TgSORTLR recruits cytoplasmic sorting proteins
(see also Table S2). The confocal images were captured in increments of 0.37 or 0.43 pum for (B) and (C), respectively. Bars, 5 um for all panels.
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Figure 7. TgSORTLR Is Essential for Gliding Motility, Host Infection, and Parasite Virulence
(A) The wild-type parasites grown in the presence or absence of ATc after 48 hr.
(B) The conditional TgSORTLR depletion dramatically prevents the lytic and invasion cycles, thus affecting plaque formation in the presence of ATc for 48 hr. Bars,

200 pum.

(C) Motility was impaired in the conditional TgSORTLR-deficient line after it was grown in ATc for 48 hr (see also Movie S2). Bars, 50 um.
(D) Host cell invasion was severely impaired in TgSORTLR deficient parasites after ATc treatment for 48 hr. Bars represent means + standard deviations (n=3, p <

0.001 by Student’s t test).

(E) T9SORTLR depletion abrogates virulence in mice. A group of mice infected with TgSORTLR-deficient mutants for 5 days (green) prior to the addition of ATc to

drinking water.

(F) A group of six mice inoculated with doses ranging from 5 x 10% up to 2.5 x 10° iKO parasites survived with ATc treatment.
(G) TgSORTLR-depleted parasites are avirulent in mice but do not confer protective immunity to reinfection with 1 x 10° of wild-type RH tachyzoites.
(H) Model of TgSORTLR function in protein sorting and the biogenesis of apical secretory organelles.

properties of sortilin through its cytoplasmic tail known to specif-
ically interact with the monomeric adaptor protein, Golgi-associ-
ated gamma-adaptin homologous and ARF-interacting proteins
(Hermey, 2009). We provide evidence that the cytoplasmic tail of
TgSORTLR specifically interacts with AP adaptins (B, v, and u1
adaptins), clathrin, and one of its associated factors and three
vesicular sorting proteins (Vsp9, Vps26, and Vps35). Moreover,
expression of C-terminal tail mutant in 7. gondii disrupted the
subcellular distribution of endogenous TgSORTLR and that of
ROP and MIC proteins, suggesting that the TgSORTLR cyto-
plasmic tail contains potent signals for Golgi-endosome sorting.

Whereas regulated secretory granules of higher eukaryotes
are derived directly from the trans-Golgi network (Sossin et al.,
1990), T. gondii and possibly other apicomplexan parasites
appear to use their endolysosomal system as an intermediate
conduit for trafficking of proteins destined for regulated secre-
tion. While Joiner and colleagues proposed this for the rhoptries
(Ngb et al., 2004), more recent studies suggest that microneme
proteins also traffic through the endolysosomal system. Micro-
neme proproteins reside in late endosomes (Harper et al.,
2006), and at least two such proteins are proteolytically

processed by an endolysosomal cathepsin L protease (Parussini
et al., 2010). Thus, one advantage of merging the endocytic and
exocytic pathways is that it allows convenient access to prote-
ases necessary for the activation of secretory proteins. A second
advantage revealed by the current study is that the parasite
utilizes an endosomal cargo receptor, TgSORTLR, for sorting
proteins to the regulated secretory organelles. Our work further
suggests that, likely due to the lack of a mannose-6-phosphate
sorting system, T. gondii appears to critically rely on TgSORTLR
for shuttling secretory proteins through the hybrid endocytic/
exocytic system. Thus, the identification of TgSORTLR promises
to provide insights into the evolutionary development and rela-
tionships of basic cellular functions in protists. The biogenesis
of these parasite-specific organelles, their evolutionary origins
and relationships to organelles of higher eukaryotes, as well as
the precise sorting events that endow them with distinctive
sets of proteins are poorly understood. Despite being touted
as a multiprotein receptor, precisely how sortilin recognizes
different cargo proteins from rhoptries and micronemes remains
to be precisely elucidated. Rhoptries are formed prior to micro-
nemes during daughter cell formation (Nishi et al., 2008),

524 Cell Host & Microbe 11, 515-527, May 17, 2012 ©2012 Elsevier Inc.



Cell Host & Microbe
TgSORTLR and Secretory Organelle Biogenesis

suggesting that TgSORTLR sorts ROP proteins prior to attending
to MIC proteins. We showed that TgSORTLR binding to ROP
and MIC proteins requires the presence of the N-terminal
bladed propeller domains. This observation is consistent with
TgSORTLR being a receptor that binds to multiple ligands,
a property shared with mammalian sortilin. For example, the
neurotensin C terminus binds to mammalian sortilin in a tunnel
formed by the B-propeller domains (Quistgaard et al., 2009),
whereas proneurotrophin binds to a linear surface-exposed
sequence (Serup Andersen et al., 2010). Rhoptry and microneme
proteins may bind to TgSORTLR in a similar manner. Finally, we
found that recombinant ROP and MIC proteins do not interact
with the recombinant TgSORTLR, suggesting that posttransla-
tional modifications are required for proper binding to this cargo
receptor. These putative posttranslational modifications may
allow discrimination in binding of ROP and MIC proteins to
TgSORTLR. Alternatively, ROP and MIC proteins might bind to
TgSORTLR in multiprotein complexes with only a subset of
proteins forming direct contacts with the cargo receptor. We
propose a model that during daughter parasite formation,
TgSORTLR binds to rhoptry (Figure 7H, left panel) or microneme
(Figure 7H, right panel) proteins in the Golgi lumen and recruits
cytosolic cargo sorting proteins such as AP adaptins, clathrin,
and vacuolar sorting proteins. This leads to the formation of a
sorting complex, which is presumably associated with vesicles
that exit from the external Golgi cisternae. TgSORTLR then
guides its cargo through the early endosomes (EE), possibly
the late endosomes (LE), prerhoptries, or immature micronemes
before releasing its payload. The “empty” cargo receptor then
recruits components of the retromer complex for retrograde
translocation and recycling to the Golgi to reload with new cargo.
Our ability to conditionally extinguish sortilin expression will
allow functional dissection that should reveal valuable insights
into basic mechanisms of sortilin function and protein-protein
interactions. The TgSORTLR-deficient parasites described
herein underscore its key role and suggest that TgSORTLR plays
a crucial role as a type | transmembrane cargo receptor regu-
lating a common sorting mechanism that is important for the
biogenesis of apical secretory organelles in T. gondii.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Growth of Host Cells and Parasite Strains

T. gondii RH strain, RHTaTi (a Trans-activator trap-identified inducible anhy-
drotetracycline [ATc] strain; Meissner et al. [2002]), RHAku80 (a strain with
high homologous integration of transfected DNA; Huynh and Carruthers
[2009]), RHAku80TaTi (a strain with ATc inducible system and high homolo-
gous recombination; Sheiner et al. [2011]), RH strain expressing GRASP-
RFP, or HDEL-RFP were also used.

Generation of Transgenic T. gondii Strains

The RH tachyzoites (5 x 10°) were transfected with 50 pg of the full-length
TgSORTLR or truncated TgSORTLRACt or T9SORTLRANt genes amplified
by PCR and fused to GFP or HA epitope tag. All primers used for PCR during
this study are listed in Supplemental Experimental Procedures. Ectopic
expression of TgSORTLR-cMyc driven by TetO7SAG1 promoter and stable
lines were obtained in RHTaTi strain using 5 pg/ml of phleomycin. The
TgSORTLR iKO lines were generated using RHAku80TaTi and pG13-D-T7S4
plasmid containing 2 kb 5 and 3’ noncoding genomic DNA, respectively
(Sheiner et al., 2011). For HA-tagged TgVps26 protein by knockin strategy, a
DNA fragment of 2 kb upstream of the stop codon from the TGME49_063500
genomic sequence was cloned in the pLIC-HA-DHFR plasmid (Huynh and

Carruthers, 2009). The plasmid (25 ng) was linearized with EcoRV and
transfected in 5 x 10° Ku80 tachyzoites followed by pyrimethamine selection.
The full-length cDNA encoding TgVps26 protein was PCR amplified. The
amplified cDNA was cloned in frame with GFP in pMAH14 vector containing
GRAT1 promoter as previously described (Fauquenoy et al., 2011).

Immunofluorescence Assay, Electron and Live Video Microscopy
Paraformaldehyde-fixed intracellular parasites were used for IFA and confocal
microscopy as previously described (Olguin-Lamas et al., 2011). Ultrastruc-
tural morphology was performed using conventional and immuno-gold
electron microscopy (Olguin-Lamas et al., 2011), except that 8% paraformal-
dehyde containing 0.01% glutaraldehyde was used for cryo-IEM. Egress
was induced with 4 pM A23187 (Sigma) at 37°C under CO, chamber, and
videos were recorded with a Zeiss AxioObserver Z1 microscope. The list of
monoclonal and polyclonal antibodies used during this study is shown in
Supplemental Experimental Procedures. Confocal images were analyzed by
Imaged (NIH) software, and colocalization between green and red confocal
images was determined by Pearson’s coefficient using 4-7 vacuoles contain-
ing at least 4-8 parasites per vacuole.

Coimmunoprecipitation, Proteomic, and Inmunoblot Analyses
TgSORTLR and binding partners were coimmunoprecipitated after crosslink-
ing 2 x 10° live tachyzoites with dithiobis-[succinimidyl-propionate] (DSP)
followed by extraction with Triton X-100 (Faugquenoy et al., 2011). Binding
protein complexes were reduced by dithiothreitol before SDS-PAGE followed
by silver staining. The gel lane was cut into slices, in-gel tryptic digested, and
then processed for mass spectrometry as described in Supplemental Experi-
mental Procedures.

Synthesis of Recombinant Proteins in E. coli and Wheat Germ

In Vitro Translation

For expression in E. coli, T9SORTLR DNA fragments corresponding to amino
acids 37-714 or 37-789 termed rSORT37.714 or rSORT37.7g9 Were amplified by
PCR. The amplified DNA was cloned in frame with GST in pGEX-6P
(Pharmacia). Three N terminus TgSORTLR mutants, rSORT,g0.789-GST,
rSORT 446.789-GST, or rSORT;36.789-GST, corresponding to the respective
deletion of bladed propeller domains B-D, B-H or B-10CCb, were also
produced. The recombinant rSORTgpg.062-GST fusion protein corresponding
to TgSORTLR cytoplasmic tail was also generated as above. Production of
fusion proteins in BL21 (DE3) bacteria and purification were performed by
standard techniques. The full-length recombinant rROP1-HA and rMIC5-HA
proteins were synthesized using the wheat germ in vitro transcription/transla-
tion kit (Promega). Five Balb/C mice were intraperitoneally (IP) immunized with
50 pg of purified recombinant N-terminal TgSORT37.789-GST protein per
mouse in complete Freund’s adjuvant (Sigma). Two boosts were performed
by IP with 50 pg of recombinant protein per mouse in incomplete Freund’s
adjuvant (Sigma).

GST Pull-Down Experiments

Total parasite extract from 10® tachyzoites or 20 pl of in vitro translation
reaction were resuspended in GST binding buffer (Tris.HCI 10 mM, NaCl
150 mM, MnCl, 1 mM, CaCl, 1 mM, Triton X-100 1%, and protease inhibitors)
and incubated with 10-40 pl of beads containing 3-6 nug of rSORT37.7g9-GST,
rSORT202-789-GST, rSORT446_,59-GST, and rSORT;36-789-GST or GST beads
alone for overnight at 4°C. Precipitants were washed with the same buffer,
eluted by SDS buffer and analyzed by western blots. For the pull-down of
TgSORTLR C-terminal tail partners, cytoplasmic extracts from 4 x 10° tachy-
zoites were incubated with 100 pl of rSORTggg. 962-GST or to GST beads alone
containing about 200 pg of each protein. The bound partners were silver
stained and processed for proteomics analyses.

Phenotypic Assays

Plaque assays were performed using 8-well Labtek slides containing human
fibroblast cells infected with 100 parasites per well in media with or without
1 ng/ml ATc, fixed after 7 days post infection and stained with crystal violet.
Experiments were repeated thrice in triplicate wells. Intracellular T9gSORTLR
iKO parasites grown with or without ATc were released mechanically and
used in three independent experiments each for gliding motility and invasion
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assays as previously described (Supplemental Experimental Procedures;
Fauquenoy et al., 2008, 2011).

Mouse Infectivity Studies

Six female Balb/C mice (6-8 weeks old) were injected intraperitoneally with
5 x 10%to 2 x 10°iKO parasites that were cultured without ATc. To suppress
TgSORTLR expression in vivo, the drinking water was supplemented with
0.2 mg/ml of ATc and 5% of sucrose. A second group of six mice were also
infected with 5 x 10%to 2.5 x 10* of iKO tachyzoites without ATc. As control,
5 x 10% to 2.5 x 10 of the parental line (RHAku80TaTi strain) was used to
infect groups of six mice with or without ATc. Survival was monitored over
a period of 4 weeks. All experiments were repeated at least three times.

Statistics
Student’s t test was used for statistical analysis. The Mann-Whitney test was
used for analysis of mice survival curves.

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Supplemental Information includes four figures, two tables, Supplemental
Experimental Procedures, and two movies and can be found with this article
online at doi:10.1016/j.chom.2012.03.006.
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Figure S1. Multiple alignment of the sequence of human sortilin luminal domain with
those of sortilins from Apicomplexa, related to Figure 1.

(A) The luminal domain of the deduced amino acid sequence of TgSORTLR after full length
cDNA sequencing comprises a ten-bladed P-propeller corresponding to BNR (bacterial
neuraminidase repeats) followed by two small domains, designated as 10CCa and 10CCb and
interacting extensively with the B-propeller. Secondary structures, as observed in the crystal
structure of human sortilin (pdb 3f6k) are reported above of the alignment. B-strands are
designated following the blades (A to J) and the position of the strand within the blades. Blade
A includes B-strands belonging to the extreme N- and C-termini of the domain (A4 and Al-
A2-A3, respectively). Amino acids of human sortilin are indicated within a box (loop B2-B3).
Groups of five stars (red and white) correspond to the Asp-box consensus sequences ((S/t)-X-
(D/n)-X-G-X-(T/s)-(W/1ly)-X, wherein capital letters represent the most conserved residue in
a given positions, lowercase letters indicate the more or less commonly seen alternatives and
X represents a variable position. Large insertions are observed in apicomplexan sequences
within the D2-D3 loop (insert 1) and the H2-H3 loop (insert 2) in the BNRs, as well as in the
10CCb domain (insert 3). Sortilin sequences are from human (UniProt Q99523), T. gondii
(UniProt B6KKQS), B. bovis (UniProt A7TAWCT7), P. falciparum (isolate 3D7) (UniProt
Q8IKVS), C. hominis (UniProt QSCMB4), N. caninum (gi 325115619). The DSP-modified
lysine residues that could be involved in interacting with ROPS5 are indicated in yellow
highlighting. (B, C) Ribbon representation of a TgSORTLR three-dimensional structural
model made using as template the experimental structure of human sortilin (pdb 3f6k) and the
alignment provided in panel A. The ten-bladed propeller, 10CC modules and the three
apicomplexan-specific insertions of the luminal domain are shown. Blades are labeled A to J,
and strands within blades are labeled from 1 (inner strand) to 4 (outer strand), as shown on
blade A. The DSP modified lysine residues (K141 and K475) are indicated in blue and green
space filling balls, respectively. (D) Multiple alignments of sequences from conserved regions
in the C-terminal tail; m, membrane-adjacent motif; insert 4, an intermediate motif; ac-LL,

acidic cluster-di-leucine motif.



Figure S2
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Figure S2. Immunoprecipitation of TgSORTLR partners and proteomic analyses
demonstrate that rhoptry and microneme proteins are present in the Golgi-endosomal
associated structures in which resides TeSORTLR, related to Figure 2.

(A) Coimmunoprecipitation of TgSORTLR binding partners. The positions of microneme and
rhoptry proteins that bind to TgSORTLR are indicated. (B, C) Proteomic analysis and MS/MS
spectra of two tryptic-generated peptides (designated pTgSORTLR) containing the chemically
DSP modified lysine K143 and K475 from TgSORTLR. (D) Proteomic analysis and MS/MS
spectrum of a tryptic-generated peptide (designated pROPS) containing the chemically DSP
modified lysine K235 from ROPS5, a TgSORTLR protein ligand. (E) Immunoblots
demonstrating that the purified recombinant luminal domain of rTgSORTLR37.7g9-GST
immobilized to glutathione-Sepharose beads can directly pull down rhoptry ROP1, ROP2,
ROP2-4 proteins as well as other microneme MIC4, MICS and MA2P proteins. Proteins were
pulled down from a total protein extract from tachyzoites extracted by SDS neutralized with

Triton-X-100 detergent prior GST pull down experiments followed by immunoblot analyses.



No ROP or MIC proteins bind to the GST alone coupled to glutathione-Sepharose beads using
the same amount of total protein extracts. We confirmed that no dense granule proteins as
exemplified by GRA3 can be pulled down by the recombinant luminal domain of
TgSORTLR. This confirms the proteomic data shown in Table S1. One third of the eluates
were analyzed and blots were incubated with rabbit polyclonal specific antibodies to MA2P,
MIC4, MICS5 and GRA3 whereas monoclonal antibodies specific to ROP1, ROP2, ROP2-4
were used. (F) Confocal images of double fluorescence labeling of formaldehyde-fixed
intracellular tachyzoites using monoclonal anti-ROP5 (red) and mouse polyclonal anti-
TgSORTLR antibodies (green). Three different vacuoles are shown for each pair of antibodies
for this panel and panels B and C. Bars, 5 um. (G) Confocal images intracellular tachyzoites
stained with rabbit polyclonal antibodies specific to the propeptide of proROP4 (red) and the
mouse polyclonal anti-TgSORTLR antibodies (green). Bars, 5 um. (H) Confocal images of
intracellular parasites stained with rabbit polyclonal antibodies specific to the propeptide
specific of proMICS5 (red) and mouse polyclonal anti-TgSORTLR antibodies (green). Bars, 5
pm. (I) Immunoblots showing that DrpB-YFP fails to co-immunoprecipitate with
TgSORTLR. The monoclonal antibody anti-GFP (Clontech) and the polyclonal antibody anti-
TgSORTLR were used.



Figure S3

Complemented
+ATc

Figure S3. Ectopic expression of TgSSORTLR-GFP from the GRA1 promoter rescues
apical microneme and rhoptry patterns, related to Figure 4.

Complementation with ectopic TgSORTLR-GFP (green, see labels) restored the apical
microneme pattern as demonstrated by staining with rabbit polyclonal anti-MIC5 antibodies
(red, top two panels) and rhoptry pattern revealed by staining with monoclonal anti-ROP1
antibodies (red, bottom two panels). In contrast, TgSORTLR lacking the C-terminal
(TgSORTLRACt-GFP; green, see labels) failed to rescue the apical rhoptry and microneme

signals. Bar 5 um.



Figure S4

Figure S4. Serial ultrathin sections of iIKO mutants lacking TgSORTLR, related to
Figure S.

Five serial ultrathin sections spaced 100 nm apart through five individual TgSORTLR-
deficient parasites after 48 h of ATc treatment. These ultrastructural images confirm the
absence of typical rhoptries in 23 out of the 25 serial electron micrographs. Only two ultrathin
sections revealed profoundly altered and residual rhoptries (Rh, panel A and E). Also, no
typical micronemes can be observed in all 25 serial ultrathin sections whereas numerous

dense granules (DG) were detected. N, nucleus; DC, daughter cells. Bar, 200 nm.
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Supplemental Experimental Procedures

Monoclonal and polyclonal antibodies

The following monoclonal antibodies were used: mAb T53E2 or 1G11 (anti-ROPS5), mAb
5B1 (anti-MIC4), mAb T34A7 (anti-ROP2-4), mAb T52D1 (anti-ROP2), mAb T101F7 or
1E12 (anti-MIC1), mAb T34F2H9 (anti-MIC2), mAb T4 2F3 (anti-MIC3) and mAb 11G8
(anti-Atrx2). These antibodies were used at the dilution 1:500. The rabbit polyclonal
antibodies were as follows: anti-TgCPL (1:200), anti-MIC5 (1:1000), anti-MIC10 (1:500),
anti-TgM2AP (1:1000), anti-ROP1 (1:1000), anti-ROP7 (1:500) and anti-proROP4 (1:500).
In addition, the mouse polyclonal anti-TgSORTLR (1/500), rat anti-HSP60 (1/1000) rabbit
anti-SERCA (1:1000), rabbit anti-GAP45 (1:1000), rabbit anti-HA9, rat anti-HA9 and mouse
anti-HA9 were also used.

The following secondary antibodies from Invitrogen were as follows: Alexa Fluor goat 488
nm-goat anti-rabbit IgG (H+L), Alexa Fluor 594-nm goat anti-rabbit IgG (H+L), Alexa Fluor
488-nm goat anti-mouse IgG (H+L), Alexa Fluor 594-nm goat anti-mouse IgG (H+L), and
Alexa Fluor 633-nm goat anti-rabbit IgG (H+ L).

Nucleotide sequences for PCR and cloning

For recombinant sortilin expression in E. coli, the following primers were used: forward,
ggccGGATCCAGTGAAGACGCGCAGAAGCGTGAA and reverse,
ccggCGCCGGCGGCACTGGGTGGACCCGATGGC. To knock-in TgSORTLR gene, the
following  primers were wused for the 5’end DNA fragment: forward,
ccggCATATGATGTCATCAGGAGCCCCTCTGCC and reverse,
ccggCATATGGGTGACTGTCTGTACACCGGAGG while for the 3 end DNA fragment,
the primers were: forward, ccggAGATCTATGGCGCACAGCTTCGCACGAG and reverse,
ccggCCTAGGCCGCGGTAGACCAGACGCGTG. For expression of TgSORTLR protein
lacking C-terminal tail, the primers were: forward, ccggGGATCCCGCAGAAGCGTGAA
and reverse, ccggGAATTCTCTTCCAGTTTTCGCCAGATAGTTGATG. For expression of
TgSORTLR lacking N-terminal tail, the primers were: forward,
ccggGGATCCcccgggTCTAGAGTCAGTCGAGGAGGAAAGACAGTGTT and reverse,
ccggGAATTCAAGAAGTTCGACGTTATCCTCGTCGAATCG. The following primers
were used to add the peptide signal to TgSORTLR lacking N-terminal tail: forward,
ccggGGATCCATGGCGCACAGCTTCGCACGAGGCCGCCCACCGGCGGCCGGCCGA



ACACTCGCGGTTTTCCTTGCT and reverse, ccggTCTAGAGAAGAATCCCGGCAGAA
GCGAAG.

Imaging by confocal microscopy

For immunofluorescence assays (IFA), intracellular tachyzoites were fixed with 4%
paraformaldehyde in PBS for 15 minutes on ice, followed by two PBS washes. Intracellular
parasites were permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS containing 0.1% glycine for 10
minutes at room temperature. Samples were blocked with 3% BSA in the same buffer and
diluted immune sera were added on parasites in the same buffer for one hour at 37°C. Alexa
Fluor secondary antibody (Invitrogen) diluted at 1:1000 was added in addition to DAPI for
nucleus staining.

Confocal imaging was performed with a LSM710 microscope (Zeiss) and a Plan Apochromat
objective (Plan-Apochromat 636/1.40 Oil DIC M27, Zeiss). The associated software (Zen
2008) enabled the adjustment of acquisition parameters. Fluorescent signals were collected
sequentially, with a 4 lines average, a zoom factor (varying between 2 and 4) and resulting
images are 5126512 pixels in size, and 8 bits in resolution (256 gray levels). By setting the
photomultiplier tubes and the pinhole size (1 AU) correctly, there was no signal bleed
through. The images were treated with Image] (NIH). Z-stack acquisitions enabled to
visualize the 3D localization of fluorescent signals. Rotation (360u around the y axis) movies

were created with the Zen software, at a rate of 5 frames per second.

Electron microscopy

For immuno-electron microscopy, the intracellular tachyzoites were fixed overnight at 4°C in
8% paraformaldehyde containing 0.01 % glutaraldehyde in PBS buffer, thoroughly washed in
the same buffer and infused in sucrose 2.3 M containing 20% polyvinyl pyrrolidone 10000 in
phosphate buffer 0.1 M. The pellets were mounted on ultracryotome supports and rapidly
frozen in melting nitrogen. Ultrathin sections of about 90-100 nm were obtained using
Reichert Ultra Cut E ultramicrotome equipped with a FC4 device. The sections were then
picked on formvar coated grids and incubated in blocking medium (0.05 M glycine, 5% fish
gelatin in 0.1 M PBS buffer) for 30 min. The grids were incubated with the specific antibodies
for 1 hour at 37°C or overnight at 4°C. After washing, sections were incubated at room
temperature for 30 min in the corresponding secondary gold conjugates (Jackson

ImmunoResearch Laboratories Inc.) diluted in the same buffer. Following a final thorough



wash in PBS alone, the grids were fixed in 2.5% glutaraldehyde for 10 min at room
temperature and washed in water. After staining with 0.5% uranyl acetate in 1.5% methyl
cellulose, sections were observed on a Hitachi H600 transmission electron microscope at 75

kV accelerating voltage.

Live video microscopy

Images were obtained from an AxioObserver Z1 (Zeiss), equipped with a regulation chamber
for temperature and CO2, through a Plan Apochromat objective (Plan-Apochromat 1006/1.46
Oil, Zeiss). Samples were excited with a Colibri source (Zeiss) and fluorescence signal was
collected with an Axio mRm Camera (Zeiss), through different filters sets (Filter Set 38HE,
60HE, Zeiss). Experiments were performed by exposing the sample during three minutes. The

images were treated using ImageJ (NIH).

In vitro gliding assay and host cell invasion

Intracellular TgSORTLR iKO parasites grown in monolayer HFF cells with or without ATc
for 48 h were released mechanically and used in three independent experiments. For gliding
assays, 510° untreated and ATc-treated iKO mutants were filtered in DMEM containing 10
mM HEPES and 1 mM EGTA. After centrifugation at 1000 rpm for 10 minutes, the parasite
pellet was resuspended in the same medium and the parasites were allowed to move for 15
min at 37°C on slides previously coated overnight with 50% FCS prepared in PBS. Slides
were immediately fixed with 4% PFA and processed for immunofluorescence assays using
antibodies specific to the major surface antigen SAG1 in PBS. Trails of gliding parasites were
visualized with a Zeiss Axiophot microscope. For host cell invasion assays, 2x10° treated or
untreated parasites were also resuspended with DMEM medium containing 10% FCS, 2mM
L-glutamine and 10 000 U/mL Penicillin-Streptomycin, loaded onto confluent monolayer
HFF cells and grown for 24 h at 37° C. The intracellular parasites were fixed and stained with
monoclonal antibody specific to SAGI for immunofluorescence as above and intracellular

tachyzoites were counted under Zeiss Axiophot microscopy.

Sample preparation for proteomic analysis

Silver stained gels were systematically cut into slices, and in-gel digestion was performed
with an automated protein digestion system, Mass PREP Station (Waters, Milford, MA). The
gel slices were washed three times in a mixture containing 25 mM NH4HCO;: CH3CN (1:1,



v/v). The cysteine residues were reduced with 50 mL of 10 mM dithiothreitol at 57°C and
alkylated with 50 mL of 55 mM iodoacetamide. After dehydration with acetonitrile, the
proteins were cleaved in gel with 40 mL of 12.5 ng/mL of modified porcine trypsin (Promega,
Madison, WI, USA) in 25 mM NH4HCOs; at 37°C for 4 hours. The tryptic peptides were

extracted with 60% acetonitrile in 0.1% formic acid.

Mass spectrometry analysis

NanoLC-MS/MS analyses were performed using an Agilent 1100 series nanoHPLC-Chip/MS
system (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) coupled to a HCT Plus ion trap (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany). The chip contained a Zorbax 300SB-C18 column (43 mm675
mm, 5 mm particle size) and a Zorbax 300SB-C18 enrichment column (40 nL, 5 mm particle
size). The solvent system consisted of 2% acetonitrile, 0.1% formic acid in water (solvent A)
and 2% water, 0.1% formic acid in acetonitrile (solvent B). 2 mL of each sample was loaded
into the enrichment column at a flow rate set to 3.75 mL/min with solvent A. Elution was
performed at a flow rate of 300 nl/min with a 8-40% linear gradient (solvent B) in 7 minutes
followed by a 3 min stage at 70% of solvent B before reconditioning the column at 92% of
solvent A. The system was fully controlled by ChemStation Rev B.01.03.SRI (Agilent
Technologies). The MS instrument was operated with the following settings: source
temperature was set to 320uC while cone gas flow was at 3 1/min. The capillary voltage was
optimized to 21850 V. The MS spectra were acquired in the positive ion mode on the mass
range 250 to 2500 m/z using the standard enhanced resolution mode at a scan rate of 8.100
m/z/s. The lon Charge Control was fixed at 100000 with a maximum accumulation time of
200 ms and the number of averages was set to 4. For tandem MS experiments, the system was
operated with automatic switching between MS and MS/MS modes. The 3 most abundant
peptides were selected on each MS spectrum for further isolation and fragmentation with a
preference for doubly charged ions (absolute threshold of 2000 and a relative of 5%). lons
were excluded after the acquisition of 2 MS/MS spectra and the exclusion was released after
one minute. The Smart Parameters Setting option was used for the selected precursor ions.
The MS/MS spectra were acquired on the mass range 50 to 2800 m/z using the ultrascan
resolution mode at a scan rate of 26.000 m/z/s. The Ion Charge Control was fixed at 300000
and 6 scans were averaged to obtain a MS/MS spectrum. The MS/MS fragmentation
amplitude was set to 1.5 V. The system was fully controlled by the Esquire Control 5.3 Build
11.0 software (Bruker Daltonics). Mass data collected during the nanoLC-MS/MS analyses



were processed and converted into *.mgf files using the Data Analysis 3.3 Build 146 software

(Bruker Daltonics).

Protein identification

The MS/MS data were analyzed using the MASCOT 2.2.0. Algorithm (Matrix Science,
London, UK) and Open Mass Spectrometry Search Algorithm (OMSSA) for search against an
in-house generated protein database, which is composed of protein sequences of Apicomplexa
downloaded from http://www. ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez (on May 25, 2009) concatenated
with reversed copies of all sequences (total 307386 entries). Searches were performed with a
mass tolerance of 0.25 Da in both MS and MS/MS mode and with the following parameters:
full trypsin specificity with one missed cleavage, methionine oxidation, protein amino-
terminal acetylation and cystein carbamidomethylation. The Mascot and OMSSA results were
loaded into the Scaffold software (Proteome Software, Portland, USA). To minimize false
positive identifications, results were subjected to very stringent filtering criteria as follows.
For the identification of proteins with two peptides or more, a Mascot ion score above the
identity score or an OMSSA E-value below 2 log (e2) was required. The target-decoy
database search allowed us to control and estimate the false positive identification rate of our

study.



Mes travaux de thése dont I'objectif principal est d’élucider les fonctions biologiques de I'homologue
de la sortiline chez T. gondii ont d’abord débuté par des études in silico qui nous ont permis
d’'observer que la structure de TgSORTLR est similaire a la celle de la sortiline humaine formant un
large tunnel du cb6té N-terminal constitué de dix domaines nommés « béta-propeller » qui sont
potentiellement impliqués dans linteraction avec les ligands (Figure 1A, page 517 et Figure S1B-C
dans l'article). Le domaine C-terminal de TgSORTLR bien que plus divergent contient également des
motifs que l'on retrouve dans les protéines a domaine Vps10p mais aussi dans les récepteurs au
Mannose-6-Phosphate dans les cellules de mammiféres et qui sont impliqués dans le recrutement des

protéines de la machinerie de transport vésiculaire (Figure 1A dans l'article, page 517).

Nous avons tout d’abord produit une protéine recombinante correspondant a la premiére boucle
luminale de TgSORTLR et obtenu un anticorps polyclonal de souris dirigé spécifiquement contre la
protéine TgSORTLR endogéne (Figure 1B dans l'article, page 517). Cet anticorps polyclonal et des
vecteurs d’expression portant le géne de la sortiline étiquetée par un épitope HA-FLAG ou une
protéine GFP, nous ont permis d’observer grace a des techniques de microscopie confocale et
électronique que TgSORTLR réside majoritairement dans les saccules de I'appareil de Golgi et les

vésicules post-golgiennes (Figure 1D-F article ; page 517).

Nous avons observé que les protéines de rhoptries et de micronémes transitent par les compartiments
subcellulaires ou réside TgSORTLR lors de leur transport au cours de la biogenése des organites
apicaux (Figure S2 F-H de l'article). Nos résultats attestent que TgSORTLR est capable de lier les
protéines de rhoptries et de micronémes (Figure 3, page 520 et tableau S1 de I'article) probablement
au niveau de I'appareil de Golgi et que cette association dépend du domaine N-terminal luminal du
récepteur. En effet, nous avons spécifiquement et réciproquement co-immunoprécipité certaines
protéines de rhoptries et de micronéemes avec TgSORTLR (Figure 3F de l'article, page 520). Les
expériences d’interactions réalisées avec des protéines TgSORTLR tronquées recombinantes
suggerent que I'extrémité N-terminale contenant les domaines « ten-beta propeller » est requise pour
permettre I'interaction avec les ligands et que cette liaison serait probablement dépendante aussi de
modifications post-traductionnelles ayant lieue dans le parasite car les résultats obtenus et décrits
dans la Figure 3 (Figure 3H-J page 520 et Figure S2E de l'article) ont montré que les protéines de

rhoptries et de micronémes recombinantes produites en bactéries ou dans un systéme acellulaire sont
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incapables d’interagir avec TgSORTLR alors que des protéines de rhoptries et de micronémes

extraites a partir de parasites sont capables de s’associer avec le récepteur TgSORTLR.

La surexpression par transfection transitoire du domaine luminal N-terminal résulte a la délocalisation
de la protéine TgSORTLR transgénique tronquée mais aussi de la protéine entiere TgSORTLR
endogene (Figure 2A, page 519). Cela entraine également une délocalisation de toutes les protéines
de rhoptries et de micronémes testées (Figure 2B et 2C page 519). Nous avons par ailleurs observé
par transfection transitoire que le domaine C-terminal de TgSORTLR est suffisant pour la localisation
golgienne a la protéine TgSORTLR transgénique tronquée dépourvue de domaine N-terminal (Figure
2A, page 519) et nous avons établi que ce domaine interagit avec diverses protéines cytosoliques
impliquées dans le transport vésiculaire telles que des homologues de Sec23, Sec24, des adaptines,
la clathrine et des protéines du complexe retromer (Vacuolar Protein Sorting) (Figure 6, page 523 et
tableau S2 de l'article). Ces résultats suggérent que ces partenaires cytosoliques de TgSORTLR
pourraient jouer un réle déterminant dans la localisation et le trafic intracellulaire de TgSORTLR et de

ses ligands.

L’obtention d’'une souche mutante conditionnelle sensible a I'anhydrotetracycline (ATc) nous a permis
de démontrer que TgSORTLR est essentielle au trafic intracellulaire des protéines de rhoptries et de
micronémes et pour la biogenése des organites clés de sécrétion qui représentent les éléments
majeurs de la transmission intracellulaire de T. gondii et des autres parasites Apicomplexes. La
déplétion de TgSORTLR conduit en effet a la délocalisation complete des protéines de rhoptries et de
micronemes (article Figure 4, page 521) et a I'absence des organites apicaux chez les parasites

néoformés (article Figure 5, page 522).

De plus, les études phénotypiques attestent que TgSORTLR est cruciale pour la motilité parasitaire,
I'invasion cellulaire et la virulence in vivo. Dans un modéle murin, l'infection avec le parasite mutant
dépourvus de TgSORTLR en présence d’ATc conduit a une réponse anticorps de la part de I'héte
mais n’induit pas la mort de I'animal, ni les symptémes visibles de l'infection (article Figure 7, page

524).

TgSORTLR lierait donc les protéines de rhoptries et de micronémes via son domaine N-terminal et
recruterait a I'aide de son domaine cytosolique des partenaires de la machinerie de transport

vésiculaire pour intégrer ses ligands dans des vésicules destinées aux organites de sécrétion apicaux.
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Nos résultats suggérent a la fois I'existence de mécanismes de trafic intracellulaire communs aux
autres cellules eucaryotes et de mécanismes originaux aux parasites Apicomplexa. En effet,
contrairement aux autres cellules eucaryotes, nous avons montré que chez le toxoplasme, la protéine
homologue a la sortiline est indispensable a sa survie, ce qui traduit que les parasites Apicomplexa ne
possédent pas de mécanismes redondants de trafic protéique vers les organites de sécrétion comme
les cellules de mammiféres qui ont au moins deux récepteurs, le récepteur Mannose 6-Phosphate et
la sortiline. En d’autres termes, a I'exception de nos observations chez T. gondii, les fonctions
essentielles ou critiques de la sortiline n'ont pas pu étre clairement définies chez les mammiféres a
cause de la présence de multiples récepteurs intracellulaires (Coutinho et al., 2012 ; Progida et al.,
2012). Comme chez les mammiféres, il existe également chez les plantes une multiplicité de
récepteurs endosomaux (Robinson et al., 2012 ; Masclaux et al., 2005), ce qui n’est pas en apparence
la situation qui prévaut chez T. gondii et probablement chez les autres parasites Apicomplexes. Nous
avons également conclu que TgSORTLR agit comme un récepteur « multi-ligands» capable de lier
des protéines (MIC et ROP) qui sont tres structuralement différentes. Ainsi, les domaines peptidiques
de l'extrémité N-terminale qui expliqueraient comment I'unique récepteur TgSORTLR de T. gondii
identifié jusqu’alors est capable de lier a la fois des protéines de rhoptries et micronémes restent a
déterminer. Les roles précis des partenaires putatifs du domaine C-terminal dans le trafic de
TgSORTLR reste également a étudier. TgSORTLR pourrait également servir de point d’ancrage afin
de connaitre les acteurs majeurs impliqués dans la biogenése des organites de sécrétion primordiaux

pour le parasitisme.
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II. La déplétion du récepteur TgSORTLR entraine I’absence d’une réponse

immunitaire protectrice chez les animaux infectés

Dans un modéle murin de toxoplasmose expérimentale, nous avons observé que les parasites
dépourvus de TgSORTLR sont avirulents et ne provoquent pas les symptémes typiques de I'infection
chez les animaux infectés (Figure 7F de I'article page 525). En effet, alors que cing milles parasites
iIKO-SORT injectés dans les souris suffisent a entrainer la mort d’'une souris, l'infection par des doses
croissantes de parasites iKO-SORT allant de cing milles a 2,5 millions de parasites injectés dans des
souris dont I'eau de boisson contient de ’ATc n’entraine ni la mort de I'animal, ni aucun symptéme
visible de l'infection. Cependant, lors d’'une seconde infection avec dix milles parasites RH sauvages,
les souris sont totalement vulnérables et meurent en I'espace de dix jours (Figure 7G dans l'article,
page 525). Ces résultats indiquent que TgSORTLR, certainement a cause de ses fonctions dans la
biogenése des organites apicaux, est nécessaire a la mise en place d’'une immunité protectrice de la
part de I'h6te contre T. gondii. En d’autres termes, la présence des organites de sécrétion rhoptries et
micronémes qui contiennent les protéines essentielles a la virulence, seraient nécessaire a

I'établissement d’une réponse immunitaire efficace contre le parasite.

Nous avons alors comparé les réponses sérologiques des souris infectées par des doses sub-létales
de parasites qui possedent la protéine TgSORTLR en comparaison avec les souris infectées par les

parasites mutants et dont I'eau de boisson contient une solution d’ATc (Figure 28B).
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Figure 28. Les parasites dépourvus de TgSORTLR entraine une réponse sérologique des
souris mais ne conférent qu’'un décalage de mortalité dans un modéle de toxoplasmose
animale contre un challenge. A. La propagation de I'infection toxoplasmique des parasites iKO-
SORT pendant 5 jours avant I'ajout du traitement ATc retarde la mort mais ne protége pas les souris
contre une seconde infection avec 10 000 parasites sauvages. Les souris sont infectées par 10000
parasites iIKO-SORT puis I’ATc est ajouté a I'eau de boisson a J0 ou 5 jours aprées l'infection. Trente
jours plus tard, une seconde infection par 10000 parasites RH est réalisée. Un groupe de souris
naives est utilisé comme contréle négatif pour tester le bon déroulement de la seconde infection. B.
L'infection par le parasite mutant iKO-SORT en présence d’ATc entraine une réponse humorale dose-

dépendante de la part de I'héte. Limmuno-empreinte est réalisée avec les sérums des souris
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infectées par 100, 1000 parasites iIKOSORT sans ajout d’ATc (I-Il) et par 5000, 10000, 100000, 1

million, 2.5 millions en présence d’ATc (llI-VIII) sur des extraits parasitaires.

Nous avons constaté que les souris infectées par 100 ou 1000 parasites iIKO-SORT exprimant
TgSORTLR montraient une réponse humorale importante et présentaient un profil caractéristique en
immuno-empreinte en reconnaissant a la fois des protéines de bas poids moléculaires correspondant
classiquement aux protéines de surface et des protéines de plus hauts poids moléculaires qui
correspondent probablement aux protéines de rhoptries et micronemes (Figure 28B, panels | et II).
L’infection des souris avec les parasites iIKO-SORT dépourvus de TgSORTLR entraine une réponse
humorale dépendante de la dose injectée. Bien que l'infection par 2,5 millions de parasites dépourvus
de TgSORTLR entraine une réponse humorale importante de la part de I'héte, nous avons observé
que le profil des protéines reconnues en immuno-empreinte est radicalement différent de la réponse
anticorps des souris infectées par des parasites ou la protéine TgSORTLR est présente (Figure 28B).
En effet, les protéines de bas moléculaires sont reconnues par les anticorps présents dans le sérum
des souris infectées par les parasites dépourvus de TgSORTLR mais les protéines de plus hauts
moléculaires qui correspondent typiquement aux protéines des rhoptries et des micronémes
n’apparaissent pas dans les résultats de l'immuno-empreinte. Les protéines de rhoptries et de
micronemes présentes dans les parasites dépourvus de TgSORTLR semblent donc étre incapables
d’'induire une réponse humorale significative chez les souris infectées alors que nos expériences de
détection fluorescente par la microscopie confocale montrent que toutes ces protéines de rhoptries et
micronémes testées sont synthétisées chez les mutants mais qu’elles sont simplement délocalisées
(voir Figure 4 page 521 de l'article et Figure 32). Ces résultats suggérent donc que les protéines de
rhoptries et de micronémes seraient donc directement impliquées dans I'induction d’'une réponse
immunitaire protectrice de la part de I'hdte mais que la présence d’organites fonctionnels soit requise

a la mise en place d’une réponse immunitaire stérilisante et protectrice.

Afin d’approfondir le réle de la propagation parasitaire dans l'induction d’'une réponse immunitaire
protectrice, nous avons infecté deux groupes de souris avec la souche parasitaire mutante iKO-SORT
puis I'’ATc a été ajouté dans I'eau de boisson soit au moment de I'injection pour le premier groupe, soit
5 jours apres l'infection pour le second groupe cest-a-dire apres I'apparition des symptdomes de
l'infection. Ces deux groupes de souris survivantes ont ensuite été infectés par dix milles parasites

sauvages virulents de type RH. Les résultats de la figure 28A montrent que les souris infectées par
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des parasites déplétés de TgSORTLR aprés avoir regu de I'ATc 5 jours aprés la primo-infection
meurent en I'espace de 10 a 17 jours alors que les souris ayant recu ’ATc au moment de la primo-

infection meurent toutes en 8 jours.

On observe donc un décalage de la mortalité lorsque le traitement par I'ATc est différé de 5 jours
suggérant que la présence de TgSORTLR est importante pour I'induction de la réponse immunitaire.
Ces résultats suggerent que la protéine TgSORTLR est impliquée dans la mise en place d’'une
réponse immunitaire protectrice de la part de I'hdte. L'immunité protectrice semble dépendre des
protéines de rhoptries et de micronémes lesquelles sont présentes dans les parasites dépourvus de
TgSORTLR et se retrouvent en partie sécrétées jusque dans la cellule héte par I'intermédiaire des
granules denses. Ces résultats suggerent également que non seulement les protéines de rhoptries et
de micronémes sont nécessaires pour induire une réponse immunitaire efficace mais aussi que la
présence de rhoptries et micronémes fonctionnels, donc la sécrétion apicale régulée est cruciale. La
voie endolysosomale empruntée par les protéines de rhoptries et de micronémes, probablement des
modifications post-traductionnelles que subissent ces protéines et leurs sécrétions par les organites
apicaux puis leurs ciblages dans les compartiments tels que le cytoplasme, le noyau et le réticulum
endoplasmique des cellules hétes apparaissent comme des éléments essentiels pour I'induction d’'une

réponse immune protectrice.

lll.  L’absence de TgSORTLR entraine une aberration de la migration

électrophorétique des protéines de rhoptries et de micronémes

Nous avons produit plusieurs protéines recombinantes rSORT37.7g9, rA1SORT37.789, rA2SORT 446-

789, 'A3SORT736.789 représentant I'entiereté du domaine N-terminal de TgSORTLR (rSORT37.789) ou
des versions mutantes du domaine N-terminal délétées du prodomaine, et respectivement des
domaines « beta-propeller» B & D (rA1SORT37.789), B @ H (rA2SORT446-789), et B a 10CCb
(rA3SORT736.789 ) fusionnées avec la GST. Nous avons ensuite incubé les extraits protéiques de

parasites iKO-SORT cultivés en présence ou en absence d’ATc avec les différentes protéines
recombinantes produites couplées a des billes de Sépharose. Nous avons alors découvert que les

protéines de rhoptries et de micronémes MIC5, ROP1 et ROP2 montrent un profil de bandes différent
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en immuno-empreinte lorsque les parasites iIKO-SORT sont traités ou non traités par 'ATc (Figures

29A, 29B et 29C, colonnes 1 et 2).

Extrait parasitaire - ATc + - - - " - -
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Figure 29. Chromatographie d’affinité sur des extraits de parasites dépourvus de TgSORTLR
par les protéines recombinantes rSORT3;7.759 rA1SORT37.739, TA2SORT 446.739, TA3SORT736.730 €t
rGST. Analyse par immuno-empreinte grace aux anticorps polyclonaux anti-MIC5, anti-ROP1 et anti-

ROP2. rGST est utilisé ici comme controle négatif.

On remarque que les protéines parasitaires MIC5, ROP1 et ROP2 présentent deux bandes protéiques
qui pourraient correspondre a la protéine native (Figures 29A, 29B et 29C fleche noire, colonnes 1 et

2) puis a la protéine maturée par clivage protéolytique (figures 29A, 29B et 29C fleche rouge,
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colonnes 1 et 2) ou pourraient correspondre a deux versions de la protéine ayant subies ou non une

modification post-traductionnelle dont la nature reste a déterminer.

Nous avons alors observé que les protéines rSORT37.789 r'A1SORT37.789, rA2SORT446-789 sont

capables de précipiter la bande supérieure qui pourrait correspondre a la protéine ROP1 native
(Figure 29B). Dans le cas de ROP2, on peut voir que les deux formes de la protéine semblent
s’associer avec TgSORTLR (Figure 29C). Les résultats concernant les protéines ROP1 et ROP2
suggérent également qu’il existerait des affinités différentes entre les diverses protéines
recombinantes et les protéines de rhoptries. Ainsi, on peut remarquer que la quantité de protéines

ROP1 précipitées est plus importante au fur et a mesure que le domaine N-terminal de TgSORTLR

est tronqué. En d’autres termes, la protéine recombinante rSORT37.789 précipite moins de protéines

ROP1 que la protéine tronquée rA2SORT446-789, ce qui indique que la conformation de TgSORTLR

est directement liée a la capacité du récepteur a interagir avec ses ligands.

De maniére trés surprenante, les protéines MIC5 précipitées par les différentes protéines
recombinantes de TgSORTLR montrent un décalage important de 10 a 15 kDa dans les résultats de
l'immuno-empreinte présentée dans la figure 29A par rapport a la taille escomptée. TgSORTLR lie
donc une protéine MIC5 dont la taille ne correspond ni a la forme mature ni a la forme native de la
protéine. Cette observation suggére que la protéine MIC5 subirait des modifications post-
traductionnelles et que ces modifications pourraient étre nécessaires a l'interaction avec le récepteur
TgSORTLR. Nos résultats sont en adéquation avec divers travaux qui concernent I'étude de la
maturation de protéines de rhoptries et de micronémes et qui démontrent que la maturation
protéolytique a lieue au sein du systéme endolysosomal et/ou dans les organites immatures. Or si
TgSORTLR est absente, elle ne peut plus transporter les protéines de rhoptries et de micronémes et
les orienter au sein de ces structures subcellulaires ou résident les enzymes responsables de la
maturation (Gaji et al., 2011 ; Parussini et al., Hajagos et al., 2012 ; Dou et Carruthers, 2011). Ces
résultats suggérent également que la conformation du domaine N-terminal de TgSORTLR serait
primordiale pour l'interaction avec ses ligands ou que la modulation de cette conformation pourrait
étre un mécanisme permettant de trier les protéines et de réguler les affinités entre récepteur et

ligand. La conformation de la protéine de rhoptries ou de micronemes, la présence du prodomaine
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dans ces protéines ou encore des modifications post-traductionnelles sont autant de facteurs qui

pourraient influencer ou moduler l'interaction entre TgSORTLR et ses partenaires.

IV. L’extrémité N-terminale de TgSORTLR est requise pour la localisation et

I’activité fonctionnelle du récepteur.

Afin d’approfondir les fonctions du domaine N-terminal de TgSORTLR, nous avons utilisé le parasite
mutant iIKO-SORT sensible a I'ATc (anhydrotetracycline) qui a servi aux travaux décrit ci-dessus et
récemment publiés (Sloves et al., 2012) comme une nouvelle souche de T. gondii qui devient un

parasite récepteur de divers transgénes.

Nous avons choisi d’intégrer les différents transgenes dans le locus UPRT car le géne UPRT code
une enzyme non-essentielle impliquée dans la voie de récupération de nucléotides a partir de la
cellule héte mais le parasite est capable de synthétiser de novo ses propres métabolites (Donald et
Roos, 1995). Le plasmide utilisé permet de cibler le géne UPRT et l'interruption génique du géne
UPRT va également conférer la résistance au FUDR (5'-fluo-2'-deoxyuridine) (Donald et Roos, 1995),
ce qui permet de sélectionner les parasites exprimant de maniére stable les protéines transgéniques.
Pour que I'expression des protéines transgéniques de TgSORTLR dans les parasites soit le plus
proche de I'expression de la protéine TgSORTLR endogene sauvage, nous avons inséré dans le
plasmide les 1700 pb correspondant au promoteur putatif de TgSORTLR. Trois vecteurs plasmidiques
ont été construits afin d’intégrer une copie entiére ou tronquée de TgSORTLR dans cette souche iKO-
SORT. Dans un premier temps, nous avons réalisé un plasmide portant I'entiereté des 962 acides
aminés de TgSORTLR (SORT-FL) puis des versions tronquées de TgSORTLR A1SORT202-962,
allant de I'acide aminé 202 a 962 et A2SORT446-962, de I'acide aminé 446 a 962. Le domaine N-
terminal de TgSORTLR comporte 4 domaines successifs de 789 acides aminés au total et qui se
termine au début du domaine transmembranaire (allant de I'acide aminé 790 a 808) : un peptide
signal, un pro-domaine putatif, dix sous-domaines nommeés « ten bladed propeller » numérotés de A a

J et deux sous-domaines 10CC (a et b) (schéma Figure 30).
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Figure 30. Parasites stables exprimant les protéines transgéniques TgSORTLR entiére ou mutées en absence et en présence d’ATc. A-B. Les
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vacuoles parasitophores au sein des cellules HFF contiennent 4 parasites non traités (A) ou traités (B) par I'ATc qui expriment la protéine transgénique SORT-
FL dans les deux cas localisée au niveau de I'appareil de Golgi et des compartiments post-golgiens. C-D. Les quatre parasites filles présents dans des
vacuoles indépendantes non traités (C) ou traités (D) par I'ATc expriment la protéine mutée A1SORT202-962-HA dépourvue du prodomaine putatif et des
béta-propeller B a D. E-F. localisation subcellulaire de la protéine transgénique A2SORT446-962-HA dépourvue du prodomaine putatif et des domaines beta-
propeller B a H exprimée dans 8 parasites intracellulaires en absence (E) ou en présence d’ATc (F). Les images de microscopie confocale montrent le

marquage anti-HA (anticorps monoclonal de rat 3F10, Roche) et le noyau marqué au DAPI. Les barres d’échelles sont de 5um
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Le transgene A1SORT202-962 code pour une protéine TgSORTLR transgénique tronquée dépourvue
du prodomaine putatif et des « beta-propeller » B a D. En plus de ces délétions, la protéine
transgénique A2SORT446-962 est également dépourvue des domaines beta propeller E a H. Afin de
pouvoir observer les fonctions des domaines composant la partie N-terminale de TgSORTLR, nous
avons introduit par PCR et clonage dans chaque vecteur d’expression les séquences nucléotidiques
codant le signal peptidique permettant I'entrée de la protéine transgénique dans le réticulum
endoplasmique et de poursuivre le trafic vers les voies de sécrétion ainsi que le domaine
transmembranaire et le domaine C-terminal de TgSORTLR qui permettent respectivement I'ancrage
de la protéine transgénique dans les membranes des vésicules et l'interaction avec les partenaires
cytosoliques. Les séquences transgéniques contenues dans les vecteurs d’expression sont introduit
en fusion avec la séquence codant pour une étiquette HA qui permet notamment de visualiser les

protéines transgéniques synthétisées.

Les parasites stables obtenus aprés sélection FUDR possédent donc simultanément une copie
endogene de TgSORTLR sous contréle d’'un promoteur inductible qui peut étre régulé négativement
par l'ajout d’ATc et un nouveau transgéne codant pour la protéine transgénique exprimée
constitutivement sous le contréle du promoteur propre de TgSORTLR. Lors du traitement par I'ATc, il
y a ainsi I'extinction de la copie inductible de TgSORTLR et nous sommes capables d’observer la

localisation et I'activité fonctionnelle de la protéine transgénique.

Comme attendu, les parasites iIKO-SORT complémentés par la sortiline transgénique entiere
étiquetée HA (SORT-FL), que ce soit en présence ou en absence d’ATc, montrent que la protéine est
bien localisée au niveau de I'appareil de Golgi en présence ou en absence de la protéine TgSORTLR

endogeéne (Figures 30A et 30B).

Cette observation confirme le fait que I'expression d’'une copie surnuméraire avec un promoteur
homologue (Figures 30A et 30B) ou hétérologue (Figure 1D page 517 et 2D page 518 de I'article)
dans un locus différent n’entraine aucune conséquence négative sur la localisation golgienne et post-
golgienne de la sortiline transgénique et probablement aussi sur ses fonctions biologiques. Nous
observons un signal fluorescent trés net avec un contour bien défini comme pour TgSORTLR sauvage
dans le parasite sauvage. En revanche, I'expression de la protéine mutante A1SORT202-962 dans le

mutant iKO-SORT révele un signal bien plus diffus de la protéine transgénique tronquée (Figure 30C).
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En effet, on observe dans les quatre parasites intracellulaires, un signal fluorescent vert qui occupe
une surface plus grande dans le cytoplasme vers I'extrémité apicale du parasite avec une
concentration de la protéine tronquée A1SORT202-962-HA dans une zone antérieure au noyau
marqué en bleu par du DAPI. En présence d’ATc, lorsque la protéine TgSORTLR endogéne est
absente, la protéine A1SORT202-962-HA est détectée dans tout le cytoplasme avec une partie du
signal bloqué dans une structure autour du noyau qui pourrait étre le réticulum endoplasmique (Figure
30D). Les parasites présents a l'intérieur des cellules HFF expriment la protéine mutée A2SORT446-
962-HA qui apparait treés diffuse dans le cytoplasme des parasites et présente des granulations en
microscopie confocale, que ce soit en absence ou en présence d’ATc c’est-a-dire en présence ou en

absence de la protéine TgSORTLR endogene (Figures 30E et 30F).

Afin de montrer que TgSORTLR entiére ou mutantes exprimées par les parasites transgéniques
présentent une codistribution fluorescente parfaite ou non avec TgSORTLR endogéne, et ainsi
déterminer la localisation subcellulaire de la protéine endogéne par rapport a la protéine transgénique,
nous avons utilisé I'anticorps polyclonal anti-TgSORTLR (en rouge) conjointement avec I'anticorps

anti-HA (en vert) sur les parasites mutants (Figure 31).
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Figure 31. Le domaine N-terminal de TgSORTLR est crucial pour permettre la localisation correcte subcellulaire du récepteur. A-B. Localisation
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subcellulaire dans des parasites intracellulaires de TgSORTLR endogéne et de la protéine transgénique SORT-FL-HA en absence (A) et en présence d’ATc
(B). C-D. Co-distribution de TgSORTLR endogéne et de la protéine transgénique A1SORT202-962-HA en absence (C) et en présence d'ATc (D). E-F.
Localisation subcellulaire de TJSORTLR endogene et de la protéine transgénique A2SORT446-962-HA en absence (E) et en présence d’ATc (F). En vert, le
marquage anti-HA de la protéine transgénique (anti-HA de rat 3F10, Roche) et en rouge le marquage réalisé avec I'anticorps polyclonal anti-TgSORTLR de

souris. Les barres d’échelles sont de Sum.
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Les figures 31A et 31B montrent les images de microscopie confocale de parasites intracellulaires qui
expriment la protéine transgénique SORT-FL-HA. En absence de I'ATc, le signal de la protéine
transgénique SORT-FL-HA se superpose parfaitement avec le signal correspondant a la protéine
TgSORTLR endogéne au dessus et en dessous du noyau (Figure 31A). Aprés un traitement ATc, les
parasites dépourvus de TgSORTLR endogéne présentent un signal fluorescent pour SORT-FL-HA au
dessus du noyau, au niveau de I'appareil de Golgi (Figure 31B). L'anticorps anti-TgSORTLR reconnait
ici non pas la protéine endogene TgSORTLR qui est absente aprés le traitement ATc mais la protéine
transgénique SORT-FL qui contient I'entiéreté de la protéine TgSORTLR et donc les épitopes

reconnus par I'anticorps polyclonal anti-TgSORTLR utilisé.

La figure 31C montre par immuno-fluorescence, que la protéine transgénique A1SORT202-962-HA
(en vert) n'est que trés minoritairement co-distribuée avec la protéine TgSORTLR endogéne (en
rouge) lorsque ces deux protéines sont exprimées simultanément dans les parasites intracellulaires

(Figure 31C).

La fluorescence correspondant a la protéine transgénique A1SORT202-962-HA apparait
majoritairement concentrée dans une région antérieure a la protéine TgSORTLR endogéne.
Dans la figure 31D, on constate que I'absence de TgSORTLR endogéne conduit a la diffusion de la
protéine A1SORT202-962-HA dans le cytoplasme des parasites mais aussi qu’une forte proportion de
la protéine transgénique est également concentrée autour du noyau dans la région ou se situe le

réticulum endoplasmique.

Les parasites intracellulaires exprimant la protéine transgénique A2SORT446-962-HA montrent un
signal (en vert) diffus dans le cytoplasme des parasites (Figure 31E et 31F). En absence d’ATc, une
quantité modérée mais significative de protéines transgéniques colocalise avec TgSORTLR endogéne
(en rouge) (Figure 31E). On remarque qu’aprés traitement ATc, le signal correspondant a la protéine

transgénique tronquée A2SORT446-962-HA est complétement diffus dans le cytoplasme.

Les parasites utilisés dans ces travaux possedent une copie endogéne du géne de TgSORTLR dont
I'expression est régulée par un promoteur hétérologue inductible « Tet07Sag4 ». Nous avons pu
observer que de nombreux parasites montrent un signal au dessus du noyau au niveau de I'appareil
de Golgi pour TgSORTLR mais également derriére le noyau des parasites c'est-a-dire dans la région

postérieure du parasite (Figure 31). Cette localisation sensiblement différente par rapport au parasite
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sauvage n’a aucune incidence sur les fonctions biologiques du récepteur et peut s’expliquer soit par le
type de promoteur hétérologue utilisé pour exprimer la protéine TgSORTLR soit par la force
d’expression de ce promoteur. Lorsque TgSORTLR est présente, SORT-FL est retrouvée de la méme
maniére antérieure et postérieure au noyau (Figure 31A). Cependant, apres traitement ATc, la
protéine SORT-FL est uniquement observée dans la région de I'appareil de Golgi (Figure 31B) c’est-a-
dire au dessus du noyau comme au sein de parasite sauvages, ce qui suggére que les protéines
SORT-FL et TgSORTLR pourraient s’associer en complexe. Alternativement, la surexpression de
TgSORTLR pourrait également entrainer une délocalisation partielle d’'une certaine quantité de la

protéine TgSORTLR.

Lorsque la protéine TgSORTLR endogéne est présente, A1SORT202-962 est retrouvée dans une
région antérieure a l'appareil de Golgi au dessus de TgSORTLR (Figure 31C). L’'absence de
TgSORTLR endogéne conduit au blocage d’'une partie substantielle de la protéine A1MSORT202-962
au niveau du réticulum endoplasmique (Figure 31D). La présence d’une copie intacte de TgSORTLR
semble donc jouer un réle dans le passage du réticulum permettant ensuite a la protéine
A1SORT202-962 d’atteindre les compartiments antérieurs a I'appareil de Golgi. Une hypothese
consisterait a une oligomérisation du récepteur trés tét dans la voie de biosynthése, ce qui permettrait
a A1SORT202-962 de franchir le contréle qualité présent dans le RE. La protéine mutante
A1SORT202-962 resterait alors bloquée dans les compartiments subcellulaires antérieurs a I'appareil
de Golgi en raison d’'une altération de la dissociation récepteur-ligand et donc de son recyclage vers
I'appareil de Golgi. En I'absence des acides aminés 36 a 202, la protéine mutante se trouverait dans
l'incapacité de franchir les différents controles qualités et seraient alors bloquée dans le réticulum

et/ou dégradée dans le cytoplasme du parasite.

La région de TgSORTLR comprise entre I'acide aminé 36 et 202 contenant un prodomaine putatif et

les béta-propeller B-D semble donc participer a 'adressage de la protéine a son compartiment final.

La protéine exogéne A2SORT446-962 montre une localisation diffuse dans le cytoplasme avec un
aspect granuleux en microscopie confocale en absence ou en présence d’ATc (Figures 31E-F et 31E-
F). Malgré ce signal, une proportion de la protéine apparait de maniéere significative dans des
structures vésiculaires ou I'on retrouve TgSORTLR localisée grace a l'anticorps polyclonal anti-

TgSORTLR (Figure 31E). Ce résultat évoque la possibilité que les sortilines endogénes et exogenes
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sont capables de s’associer et en dépit de la délétion des domaines béta propeller B-H que la sortiline
exogene. Il semble donc que I'association entre A2SORT446-962 et TgSORTLR pourrait permettre a
la protéine transgénique A2SORT446-962 de franchir le controle qualité présent dans le RE et d’étre
correctement localisée au niveau de I'appareil de Golgi et des vésicules post-golgiennes proximales.
En absence du récepteur TgSORTLR endogéne, la protéine A2SORT446-962 serait alors dégradée

et dispersée dans le cytoplasme des parasites.

Nous avons ensuite cherché a savoir si de telles versions de TgSORTLR sont capables ou non de
d’assurer les fonctions de trafic intracellulaire des protéines de rhoptries et de micronémes. Pour cela,
nous avons réalis¢é des immunofluorescences en utilisant les protéines ROP1 et MIC5 comme
marqueurs pour suivre le transport ou ciblage des protéines dans les organites apicaux (Figure 31 et
32). Chez le parasite iKO-SORT, on observe que la protéine ROP1 en rouge est bien présente au
niveau de I'apex des parasites intracellulaires (Figure 32A). Aprés le traitement ATc et la déplétion en
protéine TgSORTLR endogene, la protéine ROP1 est complétement délocalisée dans le cytoplasme

des parasites (Figure 32C).
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Figure 32. La déplétion conditionnelle de TgSORTLR entraine la délocalisation des protéines
de rhoptries et de micronémes. A-B. Distributions des protéines TgSORTLR et TgROP1 (A) ou
TgMIC5 (B) en absence d’ATc. C-D. Localisation subcellulaire des protéines TgROP1 (C) ou TgMIC5
(D) en présence d’ATc Les anticorps anti-ROP1 et anti-MIC5 utilisés sont des anticorps polyclonaux

de lapin. Les barres d’échelles sont de 5um.

La déplétion de TgSORTLR conduit également la protéine MIC5 normalement contenue dans les
micronemes (Figure 32B), a une délocalisation compléete dans le cytoplasme des tachyzoites
intracellulaires (Figure 32D). En absence de TgSORTLR endogene, les protéines de rhoptries et de
micronémes ne sont pas prises en charge pour leur transport et se retrouve alors délocalisées dans le

cytoplasme des parasites mais aussi dans la vacuole parasitophore et jusque dans la cellule héte.

Nous avons constaté que l'intégration de SORT-FL (la sortiline entiere) est capable de rétablir la
localisation apical typique des protéines ROP1 et MIC5 indiquant un trafic ou transport correct de ces
protéines vers les rhoptries et micronémes des parasites mutants iKO-SORT complémentés par
SORT-FL-HA en présence de I'ATc, c'est-a-dire dans les conditions de déplétions complétes de la
sortiline inductible endogene (Figure 31B et 31H). En effet, en dépit du traitement ATc, on retrouve le
signal typique des rhoptries a I'apex du parasite et dans la vacuole pour la protéine ROP1 (Figure
33B) et un signal dessinant le péle antérieur du parasite pour MIC5 (Figure 33H) a I'image des
signaux visualisés dans les parasites complémentés avec SORT-FL-HA non traités par I’ATc (Figures

33A et Figure 33G) et des parasites iIKO-SORT non traités avec I'ATc (Figures 32A et 32B).

Les parasites transgéniques exprimant la protéine mutée A1SORT202-962 non traités par I'ATc

montrent des signaux typiques pour les protéines ROP1 (438C) et MIC5 (Figure 33I).
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Figure 33. La région entre les acides aminés 36 et 202 du domaine N-terminal de TgSORTLR
est cruciale au récepteur pour assurer sa fonction dans le trafic intracellulaire des protéines de
rhoptries et de micronémes. A et D. Localisation des protéines ROP1 et MIC5 dans la souche
complémentée SORT-FL-HA. B et E. Localisation des protéines ROP1 et MIC5 dans la souche
complémentée A1MSORT202-962-HA. C et F. Localisation des protéines ROP1 et MIC5 dans la souche
complémentée A2SORT446-962-HA. Les anticorps anti-ROP1 et MIC5 utilisés sont des anticorps

polyclonaux de lapin. Les barres d’échelles sont de 5um.

Au sein de ces parasites transgéniques, la déplétion de TgSORTLR par le traitement ATc entraine la
délocalisation compléte de la protéine ROP1 (Figure 33D) et également de MIC5 (Figure 33J). Dans
les figures 33F et 33L correspondant aux parasites trangéniques exprimant la protéine A2SORT446-
962-HA, les protéines ROP1 et MIC5 (en rouge) sont délocalisées dans le cytoplasme des parasites

et dans la vacuole parasitophore aprés le traitement ATc.

Nous avons également observé que les protéines MIC5 et ROP1 synthétisées par les parasites
transgéniques exprimant les protéines mutées A1SORT202-962 et A2SORT446-962 sont
délocalisées dans I'entiéreté de la vacuole parasitophore et jusque dans cellule héte et autour du

noyau de la cellule HFF apres le traitement ATc (Figure 34).

Superposition

Superposition

Figure 34. Délocalisation de la protéine ROP1 dans la cellule hote en absence d’une protéine

TgSORTLR intacte. Les protéines transgéniques A1SORT202-962-HA et A2SORT446-962-HA
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sont des versions tronquées de TgSORTLR allant respectivement de I'acide aminé 202 a 962 et donc
dépourvue du prodomaine putatif et des béta-propeller B a D (pour A1SORT202-962-HA) et allant de
'acide aminé 446 a 962 et dépourvue du prodomaine putatif et des domaines beta-propeller B a H

(pour A2SORT446-962-HA). Barres d’échelles, 5um.

En d’'autres termes, chez les parasites iKO-SORT+A1SORT202-962 et iKO-SORT+A2SORT446-962
en présence de TgSORTLR, les signaux de ROP1 et MIC5 sont normaux, mais la suppression de
TgSORTLR endogéne entraine une délocalisation de ROP1 et MIC5 dans le cytoplasme des
parasites, dans la vacuole parasitophore et dans la cellule héte (Figure 34). Les protéines mutantes
A1SORT202-962 et A2SORT446-962 sont donc incapables d’assurer l'activité fonctionnelle de
TgSORTLR entiére et de permettre le transport correct de ces protéines vers les microneémes et les

rhoptries.

Afin d’étudier les conséquences des différentes complémentations réalisées dans les parasites
transgéniques sur la biogenése des organites et de comprendre les fonctions biologiques des
protéines mutées, des expériences de microscopie électronique de morphologie ultrasctructurale ont
été réalisées. Les différentes souches mutantes iKO-SORT-SORT-FL, iKO-SORT-A1SORT202-962 et
iIKO-SORT-A2SORT446-962 non traitées avec I’ATc ont été analysées en microscopie électronique et
la présence des rhoptries, des micronémes, des granules denses ainsi qu’'un appareil de Golgi
similaires au parasite sauvage a été confirmée. Apres 40 heures de traitement ATc, les parasites iIKO-
SORT présentent des rhoptries et des micronémes trés fortement altérés voire absents. En revanche,
lorsque la protéine TgSORTLR endogene est déplétée en présence d’ATc, la complémentation par la
protéine entiere SORT-FL-HA assure, comme nous pouvions attendre, la biogenése des rhoptries et

micronemes a I'apex du parasite (Figure 35A).
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Figure 35. La région de TgSORTLR comprise entre I’ acide aminé 36 et 202 est indispensable a la biogenése des organites de sécrétion apicaux.
Images ultrastructurales de microscopie électronique a transmission montrant un défaut dans la biogenése des organites apicaux en absence des acides
aminés 36 a 202 de TgSORTLR. Parasites transgéniques dépourvus de TgSORTLR exprimant la protéine SORT-FL-HA (A). A1SORT202-962 (B-C)
A2SORT446-962 (D). C : conoide ; GD : granule dense ; Go : appareil de Golgi ; Mn : micronéme ; Mt : mitochondrie ; N : noyau ; Rh : rhoptrie. Le symbole *

indique la présence de multiples structures vésiculaires de nature inconnue.
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Les parasites iIKO-SORT-A1SORT202-962 dépourvus de la protéine TgSORTLR endogene montrent
un nombre réduit de micronémes et les rhoptries sont quasiment absentes (Figures 35B et 35C). De
plus, chez ces parasites mutants, une accumulation de structures vésiculaires jusqu’alors inconnus
dans le parasite et situées entre I'appareil de Golgi et 'apex du parasite est observée (Figure 35C).
Les parasites iIKO-SORT-A2SORT446-962, aprés traitement ATc, sont dépourvus de micronémes et

présentent trés peu de rhoptries qui sont tres courtes et atrophiées (Figure 35D).

Dans le but d’'examiner le réle des différentes protéines transgéniques et du domaine N-terminal de
TgSORTLR dans la virulence du parasite, nous avons procédé a des expériences phénotypiques in
vitro. Les expériences de plage de lyse consistent a la succession de cycles d’invasion et
d’échappement des cellules hétes par les parasites. Un parasite va ainsi pouvoir en I'espace de sept
jours, pénétrer une cellule héte, se répliquer, sortir de la cellule HFF puis de nouveau répéter ce cycle,
ce qui va conduire a créer un « trou » dans le tapis cellulaire visualisable par une coloration au cristal
violet. Cette expérience nous permet d’aborder de maniére globale le pouvoir infectieux in vitro des
parasites transgéniques. La souche parasitaire contenant la protéine endogene TgSORTLR sous le
contréle du promoteur inductible sensible a I'ATc est capable de former des plages de lyses dans le

tapis cellulaire en absence d’ATc (Figure 36A, panel de gauche).
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Figure 36. La région de TgSORTLR comprise entre I’acide aminé 36 et 202 est essentielle pour
I'invasion des cellules hétes et la virulence in vitro des parasites. A-D. Les cycles de lyses et
d’'invasions formant des plages de lyses sont fortement altérés en absence de l'entiéreté de
TgSORTLR. Barres d’échelles 200um. E. L'invasion des cellules hotes aprés 48 heures de traitement

ATc est séverement diminuée en absence des acides aminés 36 a 202 de TgSORTLR.

Le traitement ATc conduit a une incapacité a former les plages de lyses chez ces parasites mutants,
ce qui démontre le caractere essentiel de TgSORTLR (Figure 36A, panel de droite). L'expression de
la protéine transgénique SORT-FL-HA de maniere constitutive permet au parasite transgénique
d’effectuer des cycles d’invasion-échappement créant ainsi des trous dans le tapis cellulaire en
présence d’ATc (Figure 36B). Les parasites exprimant la protéine tronquée A1SORT202-962 sont
incapables de former des plages de lyse in vitro en absence de TgSORTLR endogéne (Figure 36C)

comme les parasites exprimant la protéine A2SORT446-962(Figure 36D).
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Nous avons également étudié l'invasion des cellules hotes par les différents parasites transgéniques.
Pour cela, les parasites sont sortis de cellules HFF mécaniquement a I'aide d’'une seringue aprés 48h
de traitement ATc puis sont utilisés pour infecter un nouveau tapis cellulaire. Aprés 24 heures
d’infection, les parasites iKO-SORT montrent une diminution critique de leur capacité d’'invasion par
rapport a une souche parasitaire sauvage (Figure 36E). Les parasites possédant le transgéne SORT-
FL sont capables d’envahir les cellules HFF d’'une maniére similaire aux parasites sauvages tandis
que les parasites exprimant des protéines transgéniques tronquées sont fortement altérés dans leur
capacité invasive quand ils expriment uniquement la protéine A1SORT202-962 ou A2SORT446-962

(Figure 36E).

Les expériences phénotypiques menées montrent que seule l'intégration d’'une version entiere de
TgSORTLR (SORT-FL) est capable de conférer aux parasites mutants dépourvus de TgSORTLR
endogéne, le pouvoir de former des plages de lyses in vitro (Figure 36 A-D) et de rétablir un taux

d’invasion des cellules hétes comparable aux parasites sauvages (Figure 36E).

Ces résultats démontrent que les deux protéines mutantes A1SORT202-962 et A2SORT446-962 sont
incapables de complémenter et de restaurer chez le parasite mutant iIKO-SORT traité avec I'ATc, les
fonctions impliquées dans le transport protéique et la biogenése des organites de sécrétion. Ces
résultats attestent que la région N-terminale allant de I'acide aminé 36 a l'acide aminé 202 est
également nécessaire a la localisation et a la fonction de TgSORTLR afin d’assurer le trafic
subcellulaire des protéines de rhoptries et de micronemes et de former des organites sécrétoires

fonctionnels déterminants pour I'invasion et la virulence de T. gondiii.

V. TgSORTLR co-localise et interagit spécifiquement avec des partenaires de

la machinerie de transport vésiculaire

1. TgSORTLR est localisée dans les compartiments ou se situent des protéines cargo

qui régule le transport antérograde et rétrograde

Nous avons purifié par chromatographie d’affinité puis identifié par spectrométrie de masse des

partenaires potentiels du domaine C-terminal de TgSORTLR qui interviendraient dans son transport et
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donc dans le trafic des protéines de rhoptries et micronemes (Article tableau S2). Nous avons ainsi

identifié :

e Une protéine homologue parasitaire de la chaine lourde de la clathrine qui joue un réle crucial
pour la formation des vésicules lors de I'endocytose mais aussi au niveau du trans-golgi pour
le trafic intracellulaire (McPherson, 2010)

e Les protéines homologues parasitaires (ou sous-unités) B-adaptine, y-adaptine, p-adaptine et
o-adaptine du complexe AP-1 (Adaptor Protein 1) qui interviennent dans le transport des
vésicules du TGN aux endosomes et qui est connu chez les mammiféres ou la levure pour
son rble dans le transport de la sortiline (Popoff et al., 2011 ; Nykjaer et al., 2012).

e Les protéines homologues de Sec23 et Sec24, deux protéines du complexe COPII qui chez
les mammiferes permettent le trafic des vésicules du RE a I'appareil de Golgi (Lord et al.,
2011 ; Jensen et Schekman, 2011)

e Les protéines homologues Vps26 et Vps35 qui font partie du complexe retromer impliqué
dans le transport rétrograde des protéines vers I'appareil de Golgi (McGough et Cullen, 2011 )

e Une protéines homologue a domaine Vps9 qui intervient chez la levure dans I'activation de la
protéine Vps21 conduisant a la fusion membranaire (Carney et al., 2006)

e Trois protéines hypothétiques parasitaire sans homologies avec des protéines référencées

(TGGT1_053770 ; TGME49_094220 ; TGME49_028630)

Le nombre de protéines intervenant dans le trafic de TgSORTLR et des protéines de rhoptries et de
micronémes devant étre beaucoup important nous avons procédé a des analyses supplémentaires de
bioinformatiques comparatives des protéines cargo du systeme endolysosomal humain de la levure et
de plusieurs Apicomplexa dont le séquengage et I'annotation des génomes ont déja été realisés. Ces

résultats d’analyses bioinformatiques sont présentés dans le Tableau 1 ci-dessous.
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Protéine Homo sapiens S. cerevisiae P. falciparum T. gondii Th. parva C. parvum
Heawy Chain NP_004850/NP_009029 NP_011309 PF3D7_1219100 TGME49_090950 TPO3_0480 Cgd8_1270
Light Chain NP_001824 NP_011683 - - - -
Complexes AP (Adaptor Protein)

AP1

v NP_001025178 NP_015354 PF3D7_1455500 TGME49_113670 TP04_0213 Cgd5_3850
B1 NP_001118 NP_012787 PF3D7_0528100 TGME49_040870 TPO2_0304 Cgd4_4300
p NP_115882 NP_015064/NP_011844 PF3D7_1311400 TGME49_089770 TPO1_0712 Cgd7_2680
o1 NP_001274 NP_031483.1. PF3D7_1118100 TGME49_070370 TP02_0416 Cgd8_4040
AP2

a NP_036437/NP_055018 NP_013271 PF3D7_0617100 TGME49_021940 TPO3_0146 Cgd6_2070
B2 NP_001025177 NP_012538 PFE1400c TGME49_040870 TP02_0304 Cgd4_4300
u2 NP_004059 NP_014579 PF3D7_1218300 TGME49_030920 TP_01_0660 -

o2 NP_004060 NP_012592 PF3D7_0217300 TGME49_113450 TPO1_0754 Cgd3_3810
AP3

5 NP_003929 NP_015129 PF3D7_0808100 TGME49_109370 - -

B3 NP_00003655/NP_004635 NP_011777 PF3D7_0613500 TGME49_089080 - -

u3 NP_036227 NP_009847 PF3D7_1218300 TGME49_069480 - -

o3 NP_005820 NP_012510 PFL2425w TGME49_015130 - -

AP4

€ NP_031373 - PF3D7_0904100 TGME49_044290 TPO4_0106 Cgd4_2210
B4 NP_006585 - PF3D7_0730200 TGME49_066280 TPO1_0832 Cgd6_4930
p4 NP_004713 - PF3D7_1119500 TGME49_007390 TPO2_0642 Cgd8_950
o4 NP_009008 - PF3D7_0423100 TGME49_114420 TPO1_0763 Cgd8_4900
GGA-1 NP_037497 NP_010645 - - - -

GGA-2 NP_055859.1 NP_011976 - - - -

GGA-3 NP_619525 - - - - -
Complexe COPI (Coat Protein)

Arfl NP_001649 NP_010089 PF3D7_1020900 TGME49_012950 TPO02_0245 Cgd3_860
a NP_004362 NP_010136 PF3D7_0606700 TGME49_040650 TP0O2_0162 Cgd8_860
B NP_057535 NP_011378 PF3D7_0905900 TGME49_066990 TPO1_0687 Cgd7_5010
% NP_057212 NP_014112 PF3D7_1145100 TGME49_073370 TPO4_0297 Cgd7_1910
) NP_001646 NP_116709 PF3D7_1134800 TGME49_021520 TPO4_0332 Cgd7_2940
€ NP_009194 NP_012189 PF3D7_0808400 TGME49_044390 TPO1_0656 Cgd4_4100
4 NP_057141 NP_015315 PF3D7_0415400 TGME49_080550 TPO3_0756 Cgd7_4180
ARFGAP NP_060679 NP_011048 PF3D7_0804900 TGME49_073070 TPO1_1104 Cgd5_140
ARFGEF NP_001186308 NP_015420 PF3D7_0508500 TGME49_028650 TPO3_0534 cgd3 310
Sar1 NP_064535/NP_057187 NP_015106 PF3D7_0416800 TGME49_015060 TPO4_0542 Cgd7_2330
Sec13 NP_899195 NP_013309 PF3D7_1230700 TGME49_001700 TPO3_0044 Cgd8_4110
Sec31 NP_055748/NP_056305 NP_010086 PF3D7_0214100 TGME49_111400 TPO1_0918 cgd4_260
Sec23 NP_006355/NP_116781 NP_015507 PF3D7_0822600 TGME49_091680 TP02_0701 Cgd3_1820
Sec24 NP_068817/NP_006314/NP_004913/NP_055637 NP_012157 PF3D7_0405100 TGME49_077000 TPO1_0099 Cgd8_1250
sec12 (GEF) NP_037520 NP_014423 PF3D7_1116400 TGME49_094250 TPO4_0875 Cgd4_1120
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Vps35
Vps29
Vps26

NP_060676
NP_057310
NP_004887/NP_443107

NP_012381
NP_011876
NP_012482

PF11_0112
PF14_0064
PFL2415w

TGME49_042660
TGME49_052490
TGME49_063500

TP01_0794
TP04_0799
TP04_0783

Cgd4_2390
Cgd7_2060
Cgd2_1570

cgd7_4570

cgd5_3790

cgd8_2920

cgd1_3390

cgd1_1320

Hse1/STAM NP_003464/NP_005834 NP_011861 - - -
Vps27/Hrs NP_004703 NP_014403 - - -

Mvb12 NP_258257.1/NP_612410.1 NP_011722 - - -

Vps23 NP_006283 NP_009919 - - TP03_0624
Vps28 NP_057292 NP_015260 - - TPO1_0691
Vps37A NP_689628 NP_013220 - - -

Vps37B NP_078943

Vps37C NP_060436

Vps37D NP_001071089

Vps22 NP_009172 NP_015323 - - TP04_0045
Vps25 NP_115729 NP_012636 - - TP03_0505
Vps36 NP_057159 NP_013521 - - TPO1_0962
Vps2 NP_055268/NP_054762 NP_012924 PF3D7_0816200 - TP02_0665
Vps24 NP_057163 NP_012883 - - -

Vps20 NP_078867 NP_013794 - - TP03_0870
Vps32A NP_054888 NP_013125 PF3D7_12343500 TGME49_048310 TP04_0143
Vps32B NP_789782

Vps32C NP_689497

CHMP7 NP_689485 NP_012486 - - -

Vta1 NP_057569 NP_013282 PF3D7_0103000 - -

Vps4 NP_037377/NP_004860 NP_015499 PF3D7_1457500 TGME49_115680 TP03_0351
Vps31 NP_037506 NP_015241 - - -

Vps46 NP_002759/NP_065145 NP_012961 PF3D74_0906100 TGME49_115350 TP01_0395
Vps60 NP_057494 NP_010774 PF3D7_1441800 - -

Rab1A/SEC4
Rab1B/YPT1
Rab2/YPT31
Rab5A/YPT53
Rab5C/YPT51
Rab6/YPT6
Rab7/YPT7
Rab11A/YPT32
Rab11B/YPT11
Rab18/YPT10

NP_004152
NP_112243
NP_002856
NP_004153
NP_004574
NP_942599
NP_004628
NP_004654
NP_004209
NP_067075

NP_116650
NP_116615
NP_010948
NP_014306
NP_014732
NP_013363
NP_013713
NP_011305
NP_014095
NP_009823

PF3D7_0513800
PF3D7_0512600
PF3D7_1231100
PF3D7_0211200
PF3D7_0106800
PF3D7_1144900
PF3D7_0903200
PF3D7_1320600
PF3D7_1340700
PF3D7_0807300

TGMEA49_014770
TGME49_058130
TGME49_057340
TGME49_110460
TGME49_067810
TGME49_110460
TGME49_048880
TGME49_089680
TGME49_120480
TGME49_113190

TP04_0644
Tp03_0775
TP01_0877
TP04_0575
TPO1_0639
TP02_0799
TP03_0666
TPO1_1204
TP02_0559

cgd6_3830
Cgd6_3220
Cgd1_2060
Cgd3_3150
Cgd8_1880
Cgd2_1940
Cgd7_1680
Cgd4_320

Cgd7_4380
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Tableau 1. Etude comparative in silico de protéines cargo impliquées dans le transport
vésiculaire et le trafic intracellulaire des protéines. Certaines informations ont été prises dans les
articles publiés par Nevin et Dacks, 2009 ; Leung et al., 2008 ; Koumandou et al., 2011 et grace aux

bases de données Eupathdb.org et uniprot.org.

On remarque alors que les génes codant les protéines de la machinerie de transport qui interviennent
de maniére précoce sont relativement bien conservés entre 'Homme, la levure et les parasites
Apicomplexa (COPI, COPIl) (Tableau 1). En revanche, les genes qui codent les protéines qui
interviennent dans les étapes les plus tardives ne sont pas toujours présents ou en tout cas identifiés.
C'est le cas pour le complexe AP-3 et les complexes ESCRT chez certains Apicomplexa.
Globalement, les parasites Apicomplexa posséderaient un nombre plus réduit d’acteurs ou protéines
du trafic intracellulaire et sembleraient avoir évolué vers une simplification du systéme de transport

des protéines.

Dans le but d’approfondir les connaissances sur les protéines impliquées dans le transport de
TgSORTLR et surtout des protéines de rhotpries et de micronémes, nous avons pour l'instant
concentré nos efforts sur la validation des protéines cargo identifiées par co-immunoprécipitation avec
TgSORTLR. Afin de démontrer si ces protéines interagissent réellement avec TgSORTLR in situ dans
le parasite, nous avons utilisé la stratégie de « Knock-In » qui consiste a étiqueter directement le géne
endogéne d’intérét avec le HA (Hémagglutinine) directement dans le locus et le chromosome
parasitaire. Cette stratégie permet d'observer que les différentes protéines partenaires putatifs
résident dans les mémes compartiments subcellulaires que TgSORTLR et puis d'utiliser
'immunoprécipitation inverse pour démontrer que ces partenaires putatifs sont capables d’interagir

avec TgSORTLR in cellulo.

L’expression au sein des parasites des différentes protéines a été analysée par une immuno-
empreinte avec un anticorps anti-HA qui permet de confirmer la présence des protéines TgSec23,
Tgu1-adaptine, TgVps26, TgVps35, TgVps9 et TgHP20 étiquetées HA dans les parasites

transgéniques (Figure 37).
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Figure 37. Analyse par immuno-empreinte de I’expression des protéines TgSec23, py1-adaptine,
Vps26, Vps35, Vps9 et HP20. Les extraits protéiques des différentes souches parasitaires exprimant
les protéines Sec23-HA, p1-adaptine-HA, Vps26-HA, Vps35-HA, Vps9-HA et HP20-HA ont été
déposées dans un gel d’acrylamide 10% (SDS-PAGE) puis analysées par immuno-empreinte grace a

un anticorps anti-HA (anti-HA polyclonal de lapin, Invitrogen).

En effet, les protéines étiquetées avec I'épitope HA exprimées a partir des transgénes ont une
migration électrophorétique avec des masses moléculaires de tailles escomptées pour Sec23 (88
kDa), y1-adaptine (48,9 kDa), Vps26 (34 kDa), Vps35 (95,6 kDa), Vps9 (140 kDa) et HP20 (62,2
kDa), démontrant que les protéines produites in vivo sont entieres et qu'elles possedent bien

I'étiquette HA.

Nous avions choisi de valider initialement grace a la stratégie de « Knock-In» et de
'immunofluorescence que I'homologue de Vps26 (Vacuolar Protein Sorting 26) chez T. gondii était
bien localisé dans les mémes compartiments que TgSORTLR. La validation du premier partenaire
Vps26 que nous avions choisi avait déja fait I'objet de la publication de ces résulats dans I' Article
(Figure 6 page 523 ). Dans la suite de ma thése, nous avons utilisé Vps26 comme un contréle positif
et nous avons confirmé sa co-distribution avec TgSORTLR (Figure 38C), parallelement aux autres

partenaires étudiés.
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Figure 38. TgSORTLR est localisée a proximité de protéines de la machinerie de transport

vésiculaire. A a F. Co-distribution en microscopie confocale de TgSORTLR et de TgSec23(A), Tgu1-
adaptine (B), TgVps26 (C), TgVps35 (D), TgVps9 (E) obtenue grace a I'anticorps polyclonal anti-

TgSORTLR et I'anticorps polyclonal de lapin anti-HA (invitrogene). Barres d’échelles, 5um.

La seconde protéine partenaire étudiée est I’'homologue de Sec23 appelée TgSec23 et qui est connue
chez les mammiféres et la levure en tant que sous-unité du complexe COPIIl. Cette protéine
homologue TgSec23 qui est déterminante dans le transport antérograde des protéines entre le RE et
I'appareil de Golgi (Lord et al., 2011 ; Zanetti et al., 2011 ; Jensen et Schekman, 2011) co-localise

partiellement avec TgSORTLR (Figure 38A). Toutefois, TgSec23 semble majoritairement situé en
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amont du compartiment occupé par TgSORTLR probablement au niveau des premiers saccules de

I'appareil de Golgi.

Nous avons également étudié le complexe AP-1 qui est constitué de protéines qui permettent
'assemblage des vésicules recouvertes de clathrine chez les mammiferes et la levure pour le
transport des protéines entre le TGN et les endosomes (McMahon et Mills, 2004 ; Popoff et al., 2011).
Chez T. gondii, une étude a précédemment montré que I’homologue de la sous-unité p1 de I'adaptine
est impliqué dans le transport antérograde des protéines des rhoptries depuis I'appareil de Golgi
jusgu’aux pré-rhoptries/rhoptries (Ngo6 et al., 2003). Les signaux fluorescents de TgSORTLR (en
rouge) et de Tgu1-HA (en vert) transgéniques obtenus par la technique de «knock-in» sont fortement
co-distribués (Figure 38B), indiquant donc qu’'une proportion significative des deux protéines réside

donc dans le méme compartiment.

Les protéines Vps26 et Vps35 sont deux composants du complexe retromer impliqué dans le
recyclage et le transport rétrograde des récepteurs des endosomes vers le TGN (Kim et al., 2010 ;
McGough et Cullen, 2011 ; Bonifacino et Hurley, 2008). Les signaux de chacune des deux protéines
Vps26 (Figure 38C) et Vps35 (Figure 38D) se superposent majoritairement avec le signal de
TgSORTLR. Leur homologue chez T. gondii est donc localisé dans les deux cas et d'une maniere
significative au niveau des compartiments ou réside TgSORTLR mais également en partie plus vers
'apex du parasite probablement au niveau des endosomes plus éloignés du compartiment golgien

(Figure 38C et 38D).

Enfin, la protéine Vps9 est une protéine GEF (Guanine nucleotide exchange factor) qui active Vps21
chez la levure ou les protéines de la famille Rab5 chez les mammiféres et va ainsi favoriser la fusion
membranaire (Burd et al., 1996 ; Di Fiore et al., 2003 ; Kajiho et al., 2011). Cette protéine est
impliqguée dans le transport des récepteurs cargo dans la voie endocytaire mais aussi dans le
transport du récepteur au Mannose-6-Phosphate du TGN vers les vésicules périphériques (Di Fiore et
al., 2003 ; Kajiho et al., 2011). Nous avons observé au cours de notre étude que la protéine
homologue de Vps9 chez T. gondii est fortement colocalisée avec TgSORTLR et est probablement
située au sein de la voie endolysosomale au niveau de I'appareil de Golgi et des vésicules post-

golgiennes comme TgSOTRLR (Figure 38E).
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Nous concluons que le domaine C-terminal de TgSORTLR donc [I'extrémité cytosolique de
TgSORTLR malgré sa divergence structurale est capable de co-localiser avec des protéines cargo
cytosoliques du systeme endosomal ou du trafic intracellulaire et de les reconnaitre d’'une maniére
similaire au récepteur Mannose-6-Phosphate ou sortiline des cellules de mammiféeres (McMahon et

Mills, 2004 ; McGough et Cullen, 2011 ; Coutinho et al., 2012 ; Nykjaer et Willnow., 2012).

De maniere originale et inattendue, nous avons identifié trois protéines parasitaires (TGGT1_053770;
TGGT1_074520 ; TGGT1_084200) qui n'ont aucune homologie avec des protéines connues et qui se
fixent aussi sur la partie C-terminale de TgSORTLR. La technique de « knock-in » nous a permis
d’'observer que parmi ces 3 protéines hypothétiques (ou HP), les deux protéines TGGT1_053770 (HP)
et TGGT1_084200 (HP30) montrent des signaux en immunofluorescence trés distincts de TgSORTLR
(Figures 39A et 39B) et colocalisent majoritairement avec le signal de la protéine des granules denses

GRA1 (Figures 40A et 40B).

Anti- Superposition
Anti-HA TgSORTLR +DIC

Figure 39. Co-distribution de TgSORTLR et des protéines TGGT1_053770 (HP), TGGT1_084200
(HP30) et TGGT1_074520 (HP20). Les protéines HP (A); HP30 (B) sont localisées dans des
compartiments différents de ceux ou se situe TgSORTLR tandis que HP20 (C) colocalise parfaitement

avec TgSORTLR au niveau de I'appareil de Golgi. Barres d’échelle 5um.
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Figure 40. Localisation subcellulaire des protéines HP et HP30. Les protéines HP (A) et HP30 (B)

sont principalement codistribuées avec la protéine de granule dense GRA1. Barres d’échelle 5um.

Ces deux protéines hypothétiques sont donc localisées dans les granules denses et pourraient aussi
représenter des contaminants qui se seraient peut étre fixés de maniére non-spécifique sur le
domaine C-terminal de TgSORTLR lors de la chromatographie d’affinité. En revanche, la troisieme
protéine hypothétique HP20 (TGGT1_074520) montre une codistribution quasi compléte avec
TgSORTLR (Figure 39C). Cette protéine qui n’a jamais été décrite auparavant est ainsi localisée dans
les compartiments golgiens et post-golgiens. Il est donc probable que HP20 soit un partenaire de
TgSORTLR et soit donc impliquée dans le trafic intracellulaire de T. gondii. Comme la protéine HP20
n'existe pas chez I'Homme, elle pourrait étre un partenaire parasitaire spécifique de TgSORTLR avec
un réle qui reste a déterminer dans le trafic intracellulaire de protéines de micronémes et de rhoptries
vers les organites apicaux au sein du systéme endolysosomal des parasites Apicomplexa. N’ayant
aucune homologie avec des protéines connues, HP20 pourrait constituer a plus long terme une cible

thérapeutique dans la lutte contre les parasites Apicomplexa.

2. TgSORTLR interagit spécifiquement et réciproquement avec les homologues de

Sec23, y1-adaptine, Vps26, Vps35, Vps9 et avec HP20

Aprés avoir purifié ces six protéines a I'aide du domaine C-terminal de TgSORTLR (Sloves et al.,
2011), nous avons démontré que ces protéines sont capables d'immunoprécipiter a leur tour et de
maniére réciproque TgSORTLR. Nous avons utilisé les souches parasitaires génétiquement modifiées

dans lesquelles les différentes protéines partenaires TgSec23, Tg u1-adaptine, TgVps26, TgVps35,
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TgVps9 et TgHP20 sont étiquetées avec I'épitope HA. Des colonnes Sépharose-anti-HA sont utilisées
pour immunoprécipiter les protéines cytosoliques étiquetées HA en complexes avec leurs partenaires.
Contrairement a la souche RH sauvage et a une souche ou une protéine des granules denses est
également étiquetée avec un HA et qui sont toutes les deux utilisées comme contrdles négatifs, les
immuno-empreintes de la Figure 41 démontrent que toutes ces protéines transgéniques TgSec23, Tg
p1-adaptine, TgVps26, TgVps35, TgVps9 et TgHP20 étiquetées avec I'épitope HA immunoprécipitent
spécifiguement le récepteur TgSORTLR, confirmant fortement une association directe ou indirecte

avec le récepteur (Figure 41).

Anti-TgSORTLR =

Figure 41. Immunoprécipitations réciproques de TgSORTLR par les différentes protéines
partenaires de la machinerie de transport vésiculaire. Limmunoprécipitation a été réalisée avec
des billes anti-HA (Pierce) et la présence de TgSORTLR confirmée par immuno-empreinte anti-
TgSORTLR. Les immunoprécipitations ont été également réalisées sur des extraits protéiques
provenant de parasites sauvages RH et des parasites exprimant une protéine des granules denses

étiquetée HA et ont été déposées comme contréles négatifs.

Ces résultats indiquent que TgSORTLR interagit donc spécifiquement et réciproquement avec ces

différentes protéines du systeme de trafic vésiculaire.

3. L’expression ectopique d’une version tronquée de TgSORTLR dépourvue du

domaine C-terminal entraine la délocalisation de ses partenaires cytosoliques

Afin de définir précisément der les relations entre TgSORTLR et ses partenaires cytosoliques
impliqués dans le transport vésiculaire, les différentes souches transgéniques exprimant TgSec23-HA,

Tgu1-adaptine-HA, TgVps26-HA, TgVps35-HA, TgVps9-HA et TgHP20-HA ont été transfectées
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transitoirement avec un vecteur d’expression portant le géne TgSORTLR tronqué dépourvu de
I'extrémité C-terminale et fusionné avec la GFP (TgSORTLR-ACt-GFP) dont I'expression conduit a un
effet dominant négatif caractérisé par la délocalisation de TgSORTLR endogene des compartiments
golgiens et post-golgiens vers une relocalisation cytoplasmique diffuse. Nous avons exploité les
propriétés de I'effet dominant négatif de la sortiline C-terminale tronquée pour répondre a la question
s'il y a une interaction entre la partie C-terminale cytosolique entre le peptide C-terminale de
TgSORTLR et les protéines cargo endosomales putatives. Si tel est le cas, la perturbation de la
localisation golgienne par effet dominant négatif de TgSORTLR-ACt-GFP doit entrainer une
délocalisation identique de tous les partenaires cytosoliques qui interagissent avec I'extrémité C-
terminale de TgSORTLR. La transfection transitoire de la construction TgSORTLR-ACt-GFP dans les
parasites transgéniques dont le signal observé en vert (Figure 42) grace a la GFP fusionnée a la
protéine TgSORTLR-ACt confirme une localisation cytoplasmique du dominant négatif dans les
parasites et cause une délocalisation cytoplasmique similaire des protéines TgSec23-HA, Tgu1-
adaptine-HA, TgVps26-HA, TgVps35-HA, TgVps 9-HA et TgHP20-HA (en rouge) mais également
dans la vacuole parasitophore au méme titre que la protéine TgSORTLR endogene visualisée grace a

I'anticorps polyclonal anti-TgSORTLR (en violet).
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Figure 42. L’expression ectopique transitoire de TgSORTLR-ACt-GFP conduit a la

Sec23

p1-
adaptine

Vps26

Vps35

délocalisation des protéines de la machinerie de transport vésiculaire. Les souches parasitaires
transgéniques exprimant les protéines TgSec23-HA, Tgu1-adaptine-HA, TgVps26-HA, TgVps35-HA,
TgVps9-HA et TgHP20-HA révélées avec l'anticorps anti-HA (en rouge) ont été transfectées
transitoirement avec un vecteur d’expression portant le géene TgSORTLR-ACt-GFP (en vert). La
protéine TgSORTLR (en violet) est marquée grace a I'anticorps polyclonal de souris anti-TgSORTLR

Barres d’échelles, 5pm.
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Les résultats de la Figure 42 démontrent ainsi que la colocalisation entre TgSORTLR et tous les
protéines partenaires telles que TgSec23, Tgu1-adaptine, TgVps26, TgVps35, TgVps 9 et TgHP20 est
complétement perturbée par I'expression de la protéine transgénique TgSORTLR-ACt-GFP,
démontrant que la codistribution observée entre TgSORTLR et ces protéines cargo cytosoliques est

directement dépendante de leurs interactions avec I'extrémité C-terminale de TgSORTLR.

En conclusion, TgSORTLR interagit spécifiquement par son domaine C-terminal avec des protéines
impliquées dans le transport vésiculaire dans des compartiments subcellulaires qui appartiennent a la
voie de sécrétion des protéines. Ces résultats indiquent que le domaine C-terminal de TgSORTLR
interagit avec les homologues parasitaires de TgSec23, Tgu1-adaptine, TgVps26, TgVps35, TgVps9
et TgHP20 pour former des complexes multi-protéiques permettant I'acheminement des protéines de
rhoptries et de micronémes dans la voie endolysosomale vers les compartiments cibles. La biogenése
des organites de sécrétion résultant de la fusion successive de vésicules dépend donc directement de
TgSORTLR et également de la prise en charge du récepteur par les partenaires cytosoliques. Ces
données suggérent également que les protéines homologues a TgSec23, Tgu1-adaptine, TgVps26,
TgVps35 et TgVps9 pourraient avoir des fonctions biologiques similaires entre T. gondii et
probablement les autres parasites Apicomplexa, les mammiféres et la levure. Des protéines
parasitaires comme la protéine HP20 pourraient avoir des fonctions spécifiques dans le transport des

protéines et la biogenése des organites parasitaires.

Les résultats expérimentaux obtenus dans ma deuxiéme partie de thése et les données
bibliographiques existantes concernant les protéines de la machinerie de transport vésiculaire chez la
levure et les mammiféres nous permettent de proposer le modéle fonctionnel suivant : la protéine
TgSORTLR néo-synthétisée dans le réticulum serait prise en charge dans des vésicules recouvertes
du complexe protéique COPII et serait amenée dans I'appareil de Golgi grace a I'action de TgSec23.
Le transport jusqu’au compartiment frans-golgien dépendrait de vésicules recouvertes du complexe
COPI. TgSORTLR lierait les protéines de rhoptries et de micronémes dans le compartiment frans-
golgien afin de les empaqueter dans des vésicules recouvertes de clathrine par l'intermédiaire du
complexe AP-1 dont le recrutement se ferait par la sous-unité p1. Les vésicules formées
chemineraient alors le long du cytosquelette jusqu’aux endosomes ou des protéines comme TgVps9
permettraient la fusion membranaire. Les protéines de rhoptries et de micronémes seraient ensuite

délivrées dans les organites cibles. Aprés avoir délivré les protéines de rhoptries et de micronémes
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TgSORTLR serait alors recyclée a I'aide du complexe retromer Vps26 Vps35 et Vps 29 et peut-étre
des protéines du complexe AP-1. Nous ne pouvons pas inclure la protéine HP20 dans ce modéle pour
l'instant car nous n’avons de preuves expérimentales biochimiques ou génétiques sur les fonctions
intrinséques formelles de cette protéine HP20 hormis le fait qu’elle s’associe spécifiquement et co-
distribue parfaitement avec TgSORTLR.Actuellement, nous ne pouvons qu’avancer I'hypothése que
cette protéine hypothtéique HP20 liant le domaine C-terminal de TgSORTLR pourrait constituer en
quelque sorte une signature vésiculaire spécifique de T. gondii et participerait probablement a
I'acheminement des vésicules vers les organites spécifiques des parasites Apicomplexa tels que les

rhoptries et les micronémes.
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Les parasites Apicomplexa comme T. gondii possédent au niveau de leur apex des organites de
sécrétion, rhoptries et micronémes, dévoués pour la sécrétion fine et régulée de protéines effectrices.
La sécrétion des protéines de micronémes permet I'expression a la surface du parasite des protéines
qui sont impliquées dans la formation du complexe appelé «glidéosome » qui est responsable de la
motilité et concours avec les protéines des rhoptries a la pénétration active du parasite dans la cellule
héte par lintermédiaire d’une jonction mobile. Aprés I'entrée dans la cellule héte, les rhoptries
présentes dans le parasite vont également sécréter des modulateurs majeurs de la réponse immune

de I'hbte et déterminants pour la virulence du parasite.

De nombreuses études ont permis d’avancer dans la compréhension du trafic intracellulaire et dans la
biogenese des organites. Les motifs peptidiques impliqués dans les mécanismes d’adressage ont été
identifiés et caractérisés. Néanmoins, les récepteurs clés qui permettent de trier, d’acheminer les

protéines et de former les rhoptries et les micronémes n’avaient pas été identifiés.

Les études récentes concernant I'adressage des protéines de micronémes et de rhoptries suggéraient
I'action d’un récepteur cargo jusqu’alors inconnu permettant de lier et d’orienter les protéines vers les
organites apicaux, rhoptries et de micronemes (Gaiji et al., 2011 ; Richard et al., 2009). Les MPRs
(Mannose-6-Phosphate Receptor) et la sortiline sont deux types de récepteurs bien connus chez les
mammiféeres pour leurs roles dans le transport des protéines dans la voie endolysosomale (Canuel et
al., 2009 ; Coutinho et al., 2012 ; Nykjaer et Willnow, 2012). Le génome de T. gondii ne posséde pas
d’homologues des MPRs mais posséde un homologue du récepteur sortiline. Par ailleurs, T. gondii
présente deux homologues de récepteurs de tri de type végétal appelés VSRs (Vacuolar Sortilng
Receptor). Ainsi, T. gondii posséde a la fois de récepteurs de type végétal et des récepteurs de type
animal (Gajria et al., 2008). Le récepteur TgVSR1 n’est pas exprimée chez les tachyzoites et la
protéine TgVSR2 est localisée au niveau des endosomes mais son interruption génique n’affecte pas

le transport des protéines de micronémes (Gaiji et al., 2011).

Au cours de ma thése, nous avons étudié une protéine homologue a la sortiline chez le parasite

Apicomplexa T. gondii que nous avons nommé TgSORTLR pour Toxoplasma gondii SORTIilin Like
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Receptor. Cette protéine, préalablement identifiée dans le laboratoire, posséde de fortes homologies
avec les protéines a domaine Vps10p (Fauquenoy et al., 2008). Les protéines a domaine Vps10p
servent a orchestrer le tri et 'adressage de protéines chez les mammiféres et la levure (Marcusson et
al., 1994 ; Iwaki et al., 2006 ; Hermey, 2009). TgSORTLR posséde un large domaine N-terminal
luminale trés conservé dont le domaine Vps10p couvre la quasi-totalité et un court domaine C-
terminal cytosolique plus divergent. Trois séquences d'insertion qui forment des boucles sont
présentes dans le domaine N-terminal de TgSORTLR. Ces boucles pourraient permettre d’augmenter
la surface d’interaction avec les ligands mais également de contréler I'accessibilité au récepteur pour

le ligand a 'image des boucles présentes dans I'arrestine (Sommer et al., 2012).

Nous avons découvert que TgSORTLR est localisée au carrefour du trafic intracellulaire, au niveau
des saccules de 'appareil de Golgi et des vésicules post-golgiennes. L’expression transitoire d’une
version tronquée de TgSORTLR délétée du domaine N-terminal a montré que le domaine cytosolique
est déterminant pour la localisation subcellulaire de TgSORTLR tandis que I'expression de
TgSORTLR dépourvu de domaine C-terminal induit une délocalisation compléte de la protéine
TgSORTLR endogéene et des protéines de rhoptries et de micronemes. Nous avons démontré que
TgSORTLR est capable de lier des protéines de rhoptries et de micronémes. Cette association est
portée par le domaine luminale N-terminal de TgSORTLR et dépend probablement de modifications
post-traductionnelles sur la protéine parasitaire. Par ailleurs, le domaine cytosolique de TgSORTLR
est capable d’interagir spécifiquement et réciproquement avec diverses protéines de la machinerie de

transport vésiculaire dont TgSec23, la clathrine, le complexe AP-1 et le complexe retromer.

Nous avons montré par génétique inverse que TgSORTLR est essentielle au transport des protéines
de rhoptries et de micronémes et a la biogenése des organites sécrétoires apicaux. En I'absence de
rhoptries et de micronémes, les protéines normalement contenues dans ces organites se retrouvent
complétement délocalisées dans le parasite et semblent en partie sécrétées via les granules denses
dans la vacuole parasitophore et jusque dans la cellule héte. Malgré la présence des protéines de
rhoptries et de micronémes, les parasites dépourvus de TgSORTLR montrent une atténuation
compléte de la virulence et ne causent aucun symptdome dans un modéle animal de toxoplasmose, ce
qui suggere que la présence d’organites apicaux fonctionnels et d’'un systeme de transport protéique

efficient sont indispensables a la survie parasitaire.
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Depuis environ une décennie de multiples arguments sous-tendent I'hypothése que les voies de
I'endocytose et de I'exocytose seraient fusionnées chez les parasites Apicomplexa (Hoppe et al.,
2000 ; Ngb et al., 2003 ; Yang et al., 2004 ; Harper et al., 2006 ; Parussini et al., 2010 ; Gaij et al.,
2011). Le caractere essentiel de TgSORTLR témoigne que le systéme de transport protéique des
parasites Apicomplexa a évolué vers une simplification. Cette singularité parasitaire fait de
TgSORTLR, l'unique récepteur cargo parasitaire des voies endosomales de fonctions probablement
similaires aux sortilines connues chez les autres eucaryotes et qui se traduit par le transport des
protéines de rhoptries et micronémes vers les compartiments endosomaux en méme temps que leurs
enzymes de maturation afin d’acheminer ces protéines vers les voies dexocytoses.
En effet, que ce soit chez les levures ou dans les cellules de mammiféeres, la sortiline n'est pas
essentielle pour la survie cellulaire parce quil y a une redondance de la voie de transport
endolysosomal liée a la présence d'un second récepteur important, le récepteur du Mannose-6-
Phosphate (M6PR; Marcusson et al., 1994 ; Jansen et al., 2007), qui est en revanche absent chez les

parasites Apicomplexa.

Chez T. gondii, les données bibliographiques et les expériences que nous avons menées suggerent
que de nombreux acteurs de la machinerie de transport sont conservés avec la levure ou les cellules
de mammiféres. Les protéines de la machinerie de transport vésiculaire étudiées semblent jouer des
fonctions similaires aux homologues existant chez les autres cellules eucaryotes. Chez T. gondii, le
meécanisme de sécrétion régulé utilise les voies endolysomales pour acheminer les protéines vers les
rhoptries et les micronémes qui sont des organites apicaux de sécrétion qui déversent et ciblent
directement leurs contenus en protéines a I'extérieur du parasite alors que chez les cellules de
mammiferes, les vésicules endosomales fusionnent avec la membrane plasmique directement a partir
du TGN (Sossin et al., 1990). Il est a noter que I'existence d’'une fusion de vésicules d’endocytoses
et/ou d’exocytoses classiques qui fusionneraient avec la membrane plasmique parasitaire n’a pas été
formellement démontrée chez les parasites Apicomplexa.

La sécrétion des rhoptries par exocytose est un mécanisme régulé initié par I'attachement a la cellule
héte tandis que les protéines de micronémes sont sécrétées par un mécanisme dépendant d’un signal
calcique intra-parasitaire. Des données bibliographiques récentes et nos résultats suggérent que les
rhoptries fonctionneraient comme des lysosomes sécrétoires (Ngb6 et al., 2004 ; Kats et al., 2008)

alors que les micronémes déchargeraient leur contenu de maniére similaire aux vésicules de
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sécrétion présentes dans les cellules mammiféres (Lourido et al., 2010 ; Farrell et al., 2012). La
découverte d’'un récepteur TgSORTLR unique permettant d’orienter les protéines vers ces deux voies
de sécrétions tres différentes suggere que ces voies du trafic intracellulaire seraient au moins en
partie fusionnées, notamment dans les étapes précoces du transport protéique entre I'appareil de

Golgi et les endosomes.

Nous avons démontré que la région N-terminale de TgSORTLR située entre les acides aminés 36 et
202 est impliquée dans la localisation et dans 'activité fonctionnelle de TgSORTLR. Dans cette région
on retrouve un pro-domaine putatif présentant un site de clivage putatif pour 'enzyme protéolytique ou
la furine et également les domaines en hélice béta B a D. Ces éléments doivent permettre la
conformation correcte de la protéine permettant au récepteur d’étre localisé dans I'appareil de Golgi,
ce qui est déterminant pour qu'il puisse jouer ses fonctions dans le tri protéique comme c’est le cas
chez les cellules de mammiféres ou le pro-domaine permet le transport de la sortiline dans I'appareil

de Golgi précoce (Westergaard et al, 2004).

Les protéines de rhoptries et de micronémes synthétisées sont associées sous formes de complexes
protéiques dans I'appareil de Golgi (Gaiji et al., 2011 ; Richard et al., 2009) avant de lier le récepteur
TgSORTLR et d’étre adressées jusqu’'a leur organite cible. Les protéines de micronémes et de
rhoptries seraient présentes dans des clusters membranaires distincts rassemblant des protéines et
des lipides particuliers qui vont déterminer la future composition des organites en formation (Richard
et al.,2009). Les vésicules formées au niveau de I'appareil de Golgi vont alors interagir avec les
protéines de la machinerie vésiculaire, dont certaines sont décrites dans notre travail, via le récepteur
transmembranaire TgSORTLR. Les protéines sont alors maturées et dissociées par clivage

protéolytique avant I'arrivée a I'organite final.

Nous proposons un modele (Figure 43) dans lequel TgSORTLR serait amenée du RE a I'appareil de
Golgi par I'intermédiaire de vésicules recouvertes du complexe COPII et grace a 'action de la protéine
TgSec23 puis cheminerait jusqu’au trans-golgi probablement via les vésicules recouvertes de COPI.
TgSORTLR lierait ensuite les protéines de rhoptries et de micronémes au niveau de I'appareil de
Golgi tardif et grace a son domaine C-terminal recruterait le complexe TgAP-1 sur lequel va se fixer la

clathrine, permettant d’'empaqueter les protéines de rhoptries et de micronémes dans des vésicules
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puis d’acheminer ces vésicules jusqu’aux endosomes ou la fusion membranaire ferait notamment

intervenir TgVps9.
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Figure 43. Modéle hypothétique du trafic intracellulaire de TgSORTLR et de ses ligands.
TgSORTLR est amenée jusqu’a I'appareil de Golgi par l'intermédiaire du complexe protéique COPII
puis prend en charges les protéines de rhoptries et de micronémes au niveau du trans-golgi. Le
domaine C-terminal de TgSORTLR s’associe avec la sous-unité p1 du complexe AP-1 permettant de
former des vésicules qui contiennent les complexes protéiques de rhoptries ou de micronémes qui
sont alors acheminées jusqu’aux endosomes. Les protéines de rhoptries et de micronémes subissent
alors des maturations protéolytiques et sont dirigées vers les organites apicaux par un mécanisme qui

pourrait faire intervenir les complexes AP-1 et/ou ESCRTIII.
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Chez la levure ou les cellules de mammiféres, les protéines a domaine Vps10p sont transportées du
TGN vers les endosomes par les protéines GGA (Golgi-localized, gamma adaptin ear-containing,
ARF-binding) et/ou AP-1 (Coutinho et al., 2012 ; Nikjaer et Willnow, 2012). Chez les parasites
Apicomplexa, la présence de protéines GGA n’a pas été rapportée jusqu’a ce jour (Boehm et
Bonifacino, 2001 ; Ngo et al., 2003). Le complexe AP-1 pourrait donc étre le seul acteur permettant le
transport antérograde de TgSORTLR et de ses ligands a partir de I'appareil de Golgi vers les

endosomes.

Le compartiment précis dans lequel TgSORTLR délivre ces ligands reste a préciser. Certains de nos
résultats suggérent que TgSORTLR interviendrait de maniére précoce dans le trafic intracellulaire
c'est-a-dire jusque dans les endosomes. Toutefois, nous ne pouvons exclure qu’elle assure le
transport jusqu’aux organites ou pré-organites. En effet, des travaux précédents semblent affirmer que
la protéine p1-adaptine peut-étre retrouvée dans les pré-rhoptries (Ngo et al., 2003). Par ailleurs, chez
la levure les données bibliographiques attestent que la protéine Vps10p délivre son ligand CPY dans
le compartiment pré-vacuolaire et est ensuite recyclée notamment grace au retromer (Nothwehr et al.,
1999 ; Deloche et Schekman, 2002 ; lwaki et al., 2006 ; Abazeed et Fuller, 2008). Par analogie, il est
donc envisageable que TgSORTLR délivre les protéines ROP et MIC jusque dans les organites
immatures. Nous n’avons pas pour le moment de preuve formelle que TgSORTLR puisse transiter
jusqu’aux pré-organites. Alternativement, nous pouvons imaginer qu’entre les endosomes et les pré-
organites, Tgu1 permet le transport des protéines de rhoptries (et de micronémes ?) par un
mécanisme indépendant a TgSORTLR ou que TgSORTLR et Tgu1 en association sont impliqués

dans ces étapes tardives du transport protéique.

Des expériences d’ARN interférence et de dominant négatif de Tgu1 ont montré une accumulation
des protéines de rhoptries dans les rhoptries immatures ou est localisée la protéine ROP2 lorsque le
motif cytoplasmique YXX¢ est supprimé (Ngo et al., 2003). Le complexe AP-1 serait donc impliqué
dans le transport des protéines entre les pré-rhoptries et les rhoptries matures. Il a été montré que le
complexe AP-1 est impliqué dans la biogenése des rhoptries et I'ARN interférence de p1-adaptine
utilisée conduit également a une incapacité des parasites a se répliquer correctement. La déplétion de
TgSORTLR affecte la biogenése des organites apicaux mais n’altére en aucun cas la division
parasitaire. Cette différence peut étre expliquée par le fait qu’AP-1 posséderait d’autres fonctions

additionnelles ou par le choix de la stratégie expérimentale utilisée dans le travail cité ci-dessus.
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Un autre complexe protéique qu’AP-1 pourrait également intervenir dans les étapes finales du
transport protéique. Chez la levure ou les cellules de mammiféres, quatre complexes ESCRT
principaux intervenant séquentiellement sont requis pour le transport de protéines vers le lysosome
(Bowers et al., 2004 ; Henne et al., 2011) (voir Tableau 1 décrit dans le paragraphe V de la partie
Résultats, page 138-140). Chez les parasites Apicomplexa, le complexe ESCRT-III et la protéine
Vps4 sont les seuls complexes homologues ESCRT identifiés par nos analyses bioinformatiques et
les travaux effectués chez Plasmodium falciparum (Yang et al., 2004 ; Nevin et Dacks, 2009 ; Leung
et al., 2008 ) (Tableau 1). Récemment il a été décrit que le complexe AP-3 permet le transport d’un
récepteur de la MVB vers les lysosomes par une voie indépendante de I'ubiquitination en recrutant
indirectement ESCRTIII (Dores et al., 2012). Les protéines de la machinerie ESCRT des parasites
Apicomplexa pourraient intervenir dans les étapes finales du transport protéique entre les endosomes
tardifs et les organites finaux via la formation des organites immatures qui dans le cas des pré-
rhoptries portent des marqueurs de type endosomal et s’apparentent aux corps multi-vésiculaires

(Yang et al., 2004 ; Ngb et al., 2003).

Ensuite, lorsque les protéines de rhoptries et de micronemes délivrées par TgSORTLR
(endosomes/pré-organites ?), le récepteur serait alors recyclé vers I'appareil de Golgi (Figure 43) par

intermédiaire du complexe retromer et peut-étre d’AP-1.

Nos résultats montrent que la plupart des protéines de rhoptries et micronémes testées sont
présentes dans les parasites dépourvus de TgSORTLR et sont sécrétées parfois jusque dans la
cellule héte. Nous avons découvert que la déplétion de TgSORTLR par le traitement ATc conduit a
une aberration de la migration électrophorétique avec un changement de leurs masses moléculaires
pour certaines protéines de rhoptries et micronémes suggérant un défaut de maturation de ces
protéines. Le décalage observé qui est parfois important en taille estimé entre 5 et 15 kilodaltons
pourrait étre expliqué par l'ajout de certaines modifications post-traductionnelles qui restent a
déterminer. |l serait intéressant d’explorer s'il s’agit de modifications post-traductionnelles ayant lieu
dans le parasite sauvage et qui se retrouve exacerbées dans le parasite mutant dépourvu de

TgSORTLR ou est-ce I'absence de TgSORTLR qui entraine ces modifications ?

Les modifications post-traductionnelles des protéines jouent un réle clé dans les mécanismes

cellulaires car elles sont capables de modifier ou d’'inverser les fonctions des protéines pré-existantes.
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T. gondii posséde une large « gamme » de modifications post-traductionnelles (Sullivan et Hakimi,
2006).Chez les parasites Apicomplexa, les modifications post-traductionnelles sont cruciales pour de
multiples mécanismes et notamment l'invasion et 'échappement des cellules hétes (phosphorylation,
prenylation, palmitoylation) et le trafic intracellulaire (ubiquitination, prenylation, palmitoylation) (Jortzik
et al., 2011). Certaines modifications comme la palmitoylation pourraient jouer un réle dans le
transport des protéines de rhoptries et de micronemes car cette modification est connue pour
permettre I'ancrage a la membrane de protéines (Banning et al., 2011 ; Aicart-Ramos et al., 2011).
Chez T. gondii, la palmitoylation représente une modification post-traductionnelle majeure pour
l'invasion des cellules hétes et I'inhibition de la palmitoylation entraine une diminution critique de la
motilité (gliding) et de I'invasion (Corvi et al., 2011 ; Alonso et al., 2012 ; Linder et Deschenes, 2007)
et récemment il a été décrit chez Plasmodium que la palmitoylation mais aussi la myristoylation
seraient nécessaires pour l'attachement de nombreuses protéines a la membrane des rhoptries
(Cabrera et al., 2012). L'ubiquitination est une modification post-traductionnelle impliquée dans la voie
de dégradation des protéines mais également dans la biogenése des organites (Varshavsky, 2012).
En absence de TgSORTLR suite au traitement ATc, les protéines de rhoptries et de micronémes
peuvent ainsi étre conduites vers la voie de dégradation par la voie de l'ubiquination mais
l'ubiquitination représente également un motif de ciblage des protéines vers les lysosomes en étant
reconnue par la machinerie ESCRT (Piper et Lehner, 2011 ; Raiborg et Stenmark, 2009). Cette
modification pourrait donc intervenir dans le trafic subcellulaire des protéines vers les rhoptries et les
micronemes considérés comme des lysosomes sécrétoires (Kats et al., 2008). Les glycosylations
pourraient également jouer un réle primordial pour la bonne conformation et le transport des protéines
de rhoptries et de micronémes. En effet, La N-glycosylation et la O-glycosylation des protéines sont
impliquées le trafic, la sécrétion, la stabilité et la conformation des protéines (Zauner et al., 2012 ;
Nagae et Yamaguchi, 2012). Chez T. gondii Il semblerait que la plupart des protéines présentes dans
la voie de sécrétion du parasite soient modifiées par la O-glycosylation (Stwora- Wojczyk et al., 2004)
et il a été en outre démontré que la glycosylation est responsable du transport correct de certaines
protéines et permet aux protéines de franchir le contréle qualité présent dans le RE (Fauquenoy et al.,

2011).

Chez T. gondii, les prodomaines des protéines de micronémes et de rhoptries sont cruciaux pour

permettre I'adressage des protéines dans les organites cibles (Bradley et al., 2001 ;Richard et al.,
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2009 ; Harper et al., 2006 ; El Hajj et al., 2008 ; Binder et al., 2008 ; Gaji et al., 2011). Par ailleurs,
chez les mammiféres, il est connu que la sortiline lie les versions non maturées de certaines protéines
comme le pro-NGF ou pro-BDNF par l'intermédiaire du propeptide (Nykjaer et al., 2004 ; Teng et al.,
2005). Notre hypothése consiste donc a une interaction entre TgSORTLR et les précurseurs des
protéines de micronémes et de rhoptries au niveau de I'appareil de Golgi via le prodomaine de ces
derniéres. Toutefois, nous n'avons actuellement aucun élément qui pourrait permettre d’infirmer ou de

confirmer cette hypothese.

Par ailleurs, les parasites dépourvus de TgSORTLR montrent une atténuation compléete de la
virulence et entrainent une réponse sérologique chez I'héte. Néanmoins, la réponse humorale
produite semble différente de celle obtenue aprés l'infection des souris par des parasites exprimant
TgSORTLR et la primo-infection des souris avec les parasites dépourvus de TgSORTLR ne protege
pas efficacement contre la réinfection contre une souche virulente RH sauvage.
Ces résultats suggérent donc que la réponse immune induisant une protection dépendrait non
seulement des protéines des rhoptries et des micronémes mais surtout de la présence d’organites
rhoptries et micronémes fonctionnels, de lintégrité du systeme de sécrétion et de la présence de
protéines matures et bien conformées. En d’autres termes, la présence de rhoptries et de micronémes
semblent induire la protection chez I'héte infecté et que cette induction par les protéines de rhoptries
et de micronémes dépend probablement de leur maturation et/ou de modifications post-
traductionnelles au cours du trafic endolysosomal qui vont leurs permettre d’exercer leur activité
fonctionnelle. Si ces résultats sont confirmés, cette découverte pourraient permettre d’orienter les
recherches concernant la mise au point de vaccins en démontrant que des protéines recombinantes
produites dans des bactéries ou des autres systémes hétérologues seront probablement insuffisant

pour protéger efficacement les hotes infectés.

L’étude d’'une protéine parasitaire essentielle dans la virulence et observer son comportement en
absence de TgSORTLR pourrait permettre de déterminer si cette protéine conserve son activité
fonctionnelle en absence de TgSORTLR et des organites de sécrétion apicaux. La protéine TJROP16
est déterminante pour la virulence du parasite notamment grace a son activité kinasique qu’elle
exerce directement dans le noyau des cellules hotes sur des facteurs de 'immunité tels que STAT6
(Saeij et al., 2006 ; Saeij et al., 2006 ; Ong et al., 2010). Nous avons obtenu une souche parasitaire

transgénique exprimant de maniére stable la protéine ROP16 étiquetée avec I'épitope HA. Nous
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avons contrélé I'expression de ROP16-HA par immuno-empreinte puis confirmé par immuno-
fluorescence que la protéine ROP16-HA exprimée par des parasites intracellulaires iKOSORT était
localisée dans le noyau des cellules HFF. Ces outils vont maintenant nous permettre d’étudier la
protéine ROP16 en présence et en absence de TgSORTLR et la capacité a phosphoryler STAT6 dans
les deux conditions, nous renseignera sur les mécanismes reliant la virulence a la protection stérile
apres la primo-infection. En absence de TgSORTLR, ROP16 est-elle toujours ciblée dans le noyau
des cellules hétes infectées et si tel est le cas, ROP16 est-elle toujours capable d’avoir I'activité

enzymatique de phosphorylation ?

Grace aux différents acteurs de trafic vésiculaire que nous avons identifiés par affinité pour le
domaine C-terminal de TgSORTLR, nous serons en mesure de reconstituer, du moins en partie, le
systéme endolysosomal de T. gondii. Nous avons réalisé des expériences de biochimie afin de purifier
et d’identifier par spectrométrie de masse les partenaires de TgSec23, Tgu1-adaptine, TgVps26,
TgVps35, TgVps9 et HP20. Nous espérons ensuite pouvoir établir un réseau du systéme
endolysosomal de T. gondii impliqué dans les voies de sécrétion et identifier la plupart des protéines
intervenant dans ces mécanismes. Les résultats préliminaires que nous avons obtenus ont permis de
reconstituer certains complexes. Par exemple, I'immuno-précipitation de TgVps26-HA permet de
purifier les protéines TgVps35 et TgVps29 qui forment le trimére de base composant le retromer. Ces
expériences ont également mis en évidence, des protéines du complexe COP I, des protéines
impliquées dans le transport des ions bivalents telle qu'une calcium ATPase dont les fonctions dans le
transport du calcium et le trafic vésiculaire pour le recrutement des protéines sont connues et qui
pourraient représenté un candidat pour I'établissement d’'une asymétrie des lipides dans les
membranes eucaryotes (Inesi et al., 2011 ; Ton et Rao, 2004 ; Micaroni, 2010)), et enfin des
protéines Rab tels que Rab5 et Rab11 dont les fonctions au niveau des endosomes précoces et pour
le recyclage des protéines, respectivement, ont été décrits chez les parasites Apicomplexa (Quevillon

et al., 2003 ; Kats et al., 2008).

Le développement des connaissances concernant le transport subcellulaire chez les parasites
Apicomplexa et intervenant dans la mise en place des rhoptries et des micronémes nous a conduits a
I'identification de protéines spécifiques des parasites comme la protéine HP20. Une séquence
d’insertion occupant plus de la moitié de la longueur du domaine C-terminal de TgSORTLR est

présente dans le domaine cytosolique des récepteurs de type sortiline des parasites mais absente des
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sortilines des mammiféres. Cette région pourrait donc étre incriminée dans le recrutement de
protéines spécifiques des parasites. Les premiers résultats que nous avons obtenus concernant les
partenaires putatifs de HP20 montrent majoritairement de nouvelles protéines hypothétiques
parasitaires en plus de quelques protéines cargo endosomales basiques. Cette découverte suggere
que des voies endolysosomales et des complexes protéiques spécifiques aux parasites pourraient
étre présents chez T. gondii et pourraient jouer un réle dans la mise en place des organites et dans le
transport des protéines impliquées dans la virulence. En effet, des protéines exclusives aux parasites
portent des fonctions propres aux parasites probablement pour permettre le transport de protéines et
la biogenése d’organites qui n'existent que chez ces parasites et qui sont impliqués dans la virulence
du parasite. Les protéines hypothétiques nécessaires ou importantes au trafic intracellulaire chez les
parasites Apicomplexa pourraient étre le résultat de I'évolution des Apicomplexa vers le parasitisme.
L’étude de ces protéines et de leurs réles dans le trafic intracellulaire pourrait permettre de mieux
comprendre I'évolution des mécanismes de ftrafic intracellulaire chez les parasites Apicomplexa.
D’autre part, ces protéines inédites pourraient constituer des cibles thérapeutiques de choix car
n'étant pas présentes chez I'Homme, des inhibiteurs spécifiques ne pourraient en aucun cas interagir

avec ’homologue humain et provoquer des effets indésirables.

Nous avons identifié le récepteur cargo, TgSORTLR, permettant de trier les protéines et les amener
vers ces organites apicaux micronémes et de rhoptries. Nous avons établi un modéle hypothétique
impliquant des protéines du manteau des vésicules dans le trafic intracellulaire des protéines de
rhoptries et de micronémes. Néanmoins, il reste a déterminer comment les molécules régulant les
mécanismes de transport et de biogenése des organites de sécrétion chez les autres eucaryotes
comme les protéines Rab ou les protéines SNAREs pourraient intervenir chez le parasite. Les
résultats préliminaires des immuno-précipitations réalisées sur les souches parasitaires transgéniques
exprimant les protéines de la machinerie vésiculaire étiquetées avec le HA nous ont permis de purifier
notamment la protéine TgNSF (N-ethylmaleimide sensitive factor), qui fait partie du complexe de
fusion/arrimage des vésicules chez les eucaryotes. L'étude de la protéine NSF pourrait amener a
l'identification des protéines SNAREs chez T. gondii qui sont connues chez 'Homme comme étant

indispensables au transport des vésicules.

Récemment, une méchanoenzyme spécifique des alvéolés, de type dynamine (DrpB, Dynamin-

related protein B) a été démontré pour son role essentiel dans la biogenése des organites de
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sécrétion (rhoptries, micronemes et potentiellement granules denses) (Breinich et al., 2009). Nous
n’avons pu établir une interaction directe entre TgSORTLR et DrpB ni une incidence possible entre les
deux protéines car lorsque TgSORTLR est perturbée par I'expression d’'un dominant négatif, cela
n’entraine aucune conséquence pour la localisation de DrpB suggérant qu’il n’y a pas de lien physique
entre ces deux protéines. Toutefois, nous ne pouvons pas exclure que DrpB et TgSORTLR aient des
fonctions peut-étre complémentaires. DrpB pourrait intervenir dans la méme voie que TgSORTLR

mais a un niveau différent pour permettre la scission des vésicules.

TgSORTLR semble donc étre I'unique récepteur au niveau du TGN permettant le tri des protéines de
rhoptries et de micronémes qui vont étre sécrétées de maniére régulée. Il y a donc une partie
commune dans la voie de biogenése des organites apicaux et la spécificité ou l'orientation des
vésicules vers un organite cible spécifique pourrait dépendre de multiples facteurs qui seraient
dévoués a la biogenése d’un type d’organite et au transport d’'un type de protéines. A I'heure actuelle
nous ne savons pas quels sont facteurs qui orientent les vésicules vers la voie des rhoptries ou celle
des micronémes. La plupart des acteurs protéiques connus a ce jour pour réguler la biogenése
d’'organites interviennent dans la formation d'une seule structure subcellulaire unique. A titre
d’exemple, le trafic vésiculaire pour la formation et la maturation du complexe membranaire interne
(CMI) implique la protéine GTPase Rab11B qui se comporte de maniéere trés dynamique entre
I'appareil de Golgi et le CMI et est requise pour la biogenése du complexe membranaire interne en
régulant le transport des vésicules recouvertes de clathrine (Agop-Nersesian et al., 2010). La protéine
Rab11A est impliquée dans la maturation finale du CMI et notamment dans l'association du

glideosome au CMI (Agop-Nersesian et al., 2009).

Un modeéle séduisant permettant d’expliquer qu’un récepteur unique intervient dans deux voies de
biogenese différentes repose sur I'existence d’une compartimentalisation ou d’un enrichissement d’'un
type de protéine, de rhoptries ou de micronémes, au niveau de I'appareil de Golgi. Ainsi, ce n’est pas
le récepteur qui dicterait la future orientation des protéines mais plutét I'environnement protéique et
lipidique. TgSORTLR serait présente dans les deux cas a la fois pour les rhoptries et les micronémes
et lierait les ligands a proximité pour les empaqueter dans des vésicules ou I'on ne retrouve donc
gu’un type de protéines. Dans ce modele TgSORTLR agirait comme un transporteur de protéine de
rhoptries ou de micronémes. Une autre hypothése serait qu’un récepteur unique puisse assurer la

biogenese des deux organites distincts reposerait sur le « timing » différent de la formation des
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rhoptries et des micronemes. Ainsi, TgSORTLR pourrait d’abord assurer la biogenése des rhoptries
avant de prendre en charge les protéines de micronemes au moment de la formation des
micronémes. Des protéines hypothétiques, dont peut-étre HP20, pourraient également constituer des
marqueurs des vésicules dirigées vers les micronémes ou vers les rhoptries en intervenant par

exemple comme des facteurs d’arrimage pour les vésicules.
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PERSPECTIVES

De nos travaux et résultats obtenus, nous pouvons dégager les perspectives suivantes :

e Elargir et approfondir les connaissances du systéme endolysosomal chez T. gondii

L'observation des différentes souches parasitaires exprimant les protéines TgSec23-HA, Tgu1-
adaptine-HA, TgVps26-HA, TgVps35-HA, TgVps9-HA et TgHP20-HA en microscopie électronique
permettra de déterminer leur localisation subcellulaire précise. Nous avons récemment produit un
anticorps polyclonal de rat dirigé spécifiquement contre la partie C-terminale de TgSORTLR qui sera
utilisé pour des expériences de codistributions de TgSORTLR avec chacune des protéines
partenaires afin d’'observer 'agencement du domaine cytosolique de TgSORTLR et des protéines de
la machinerie de transport au niveau des vésicules du systtme endolysosomal.
_ Des expériences in vitro avec les protéines partenaires recombinantes, dont la production est en
cours, permettront de savaoir si leur interaction avec le domaine C-terminal de TgSORTLR est directe
ou indirecte et de caractériser cette interaction de maniére plus approfondie.
_ L'obtention de parasites mutants conditionnels (iKO) pour les génes codant les différents
partenaires et I'observation de leurs phénotypes permettra de mettre en évidence l'importance du réle
de ces protéines dans le trafic intracellulaire et les mécanismes précis dans lesquels elles sont
impliquées.

L’identification des partenaires de TgSec23-HA, Tgu1-adaptine-HA, TgVps26-HA, TgVps35-HA,
TgVps9-HA et TgHP20-HA et la quantification des protéines au sein des complexes grace a des
analyses protéomiques permettra de déterminer la quantité de partenaires nécessaires pour la
formation des réseaux d’interactions du systeme endolysosomal ainsi que la quantité de TgSORTLR
et le nombre de protéines de rhoptries et micronémes que le récepteur peut transporter afin de

fabriquer ces organites apicaux chez T. gondii.

e Caractérisation des versions tronquées de TgSORTLR A1SORT202-962 et A2SORT-446-962

Nous avons inoculé les différentes souches parasitaires iKO-SORT complémentées (SORT-FL ;
A1SORT202-962 et A2SORT-446-962) avec les différentes versions de TgSORTLR transgéniques

dans un modéle animal de toxoplasmose afin d’étudier la virulence des parasites chez la souris et
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d’analyser les réponses immunitaires mises en jeu. Nous espérons ainsi pouvoir déterminer les
acteurs indispensables a I'induction d’'une réponse immune efficace et a la protection stérilisante

contre T. gondii.

_ Les protéines recombinantes A1SORT202-789 et A2SORT-446-789 sont capables in vitro de lier
les protéines de micronémes et de rhoptries. L'utilisation des souches parasitaires transgéniques
exprimant les protéines mutées A1MSORT202-962 et A2SORT-446-962 qui sont délétées des mémes
domaines N-terminaux que les protéines recombinantes A1SORT202-789 et A2SORT-446-789

permettra de déterminer si les interactions observées in vitro sont également valables in cellulo.

e Développer de nouvelles stratégies d’'imageries pour I'étude du systéme dynamique de

transport vésiculaire

Définir le compartiment précis dans lequel TgSORTLR délivre ses ligands, si les protéines de
rhoptries et de micronémes sont présentes en méme temps ou non dans un méme compartiment, si
dans I'appareil de Golgi on observe des clusters de protéines de rhoptries et des clusters de protéines
de micronémes séparés, étudier simultanément la localisation de nhombreuses protéines rapidement
sont autant de questions qui nécessitent que nous développons les nouvelles techniques qui sont

décrites ci-dessous :

_ La microscopie corrélative combine la microscopie a fluorescence et la microscopie électronique et
permet de bénéficier de la simplicité de la microscopie a fluorescence pour repérer un événement
précis qui sera ensuite observé par la microscopie électronique. Par exemple, nous pourrons observer
la codistribution des protéines de micronémes et de rhoptries puis identifier en microscopie
électronique si ces protéines sont bien localisées dans les mémes vésicules ou compartiments.

_ La microscopie a super-résolution (30-40 nm) « PALM » ou « STORM » est basée sur la photo-
activation intense de fluorochromes. Cette technique nous permettra d’obtenir de maniére plus simple
que la microscopie électronique la localisation précise des nombreuses protéines identifiées lors de la
reconstitution du réseau du systéme endolysosomal et qui interviennent dans le trafic intracellulaire

_ La microscopie a intervalle de temps permet d’appréhender la dynamique de protéines au fur et a
mesure du temps. On sera alors capable d’observer le trajet réalisé par TgSORTLR au cours du cycle

parasitaire et la localisation du récepteur et de ses ligands au cours de la biogenése des organites.
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e Caractériser les constituants de la machinerie ESCRT chez T. gondii

Le complexe ESCRT-III et les protéines associées a ce complexe comme la protéine Vps4 pourraient
jouer un rble dans le trafic des protéines vers les rhoptries et les micronémes pour I'acheminement
des protéines entre les organites immatures et les organites apicaux cibles. Tout d’abord, nous
chercherons a localiser précisément les protéines du complexe ESCRT-III et les protéines associées
a ce complexe grace a des stratégies de « Knock-In », puis a identifier les partenaires de ces
protéines et caractériser les interactions des protéines du complexe. Ces expériences nous
permettront de déterminer le rbéle des protéines des ESCRT-IIl et pourrait nous permettre de
compléter le modéle des voies endolysosomales impliquées dans la biogenése des organites

responsables de la virulence des parasites Apicomplexa.

e Déterminer les fonctions des séquences d’insertion présentes dans les sortilines des parasites

Apicomplexa.

D’autres perspectives concernent I'étude des différentes insertions peptidiques retrouvées dans les

récepteurs de type sortiline des parasites Apicomplexa.

Le domaine N-terminal de TgSORTLR contient trois séquences d’insertion qui forment des boucles
lors d’'une modélisation tri-dimensionnelle in silico. Ces séquences exclusivement parasitaires
pourraient permettre a TgSORTLR de lier les protéines de rhoptries et de micronémes qui sont des
protéines existant exclusivement chez les parasites Apicomplexa. Le réle de ces boucles n’est pas
encore défini et de multiples questions demeurent : ces boucles permettent-elles au tunnel formé par
les domaines beta-propeller d’augmenter et/ou de moduler la zone d’interaction du récepteur pour les
différents ligands ? Sont-elles responsables de la capacité de TgSORTLR a lier de multiples ligands
trés différents structuralement ? Grace a I'obtention du vecteur permettant de complémenter la souche
iIKO-SORT, nous disposons dorénavant d’'une matrice pour réaliser des constructions plasmidiques
dans lesquels chaque boucle peut-étre délétée de maniére indépendante ou plusieurs boucles
délétées simultanément. L'intégration de ces constructions dans le génome du parasite nous
renseignera sur le réle de chaque boucle ainsi que sur les mécanismes d’interaction précis entre
TgSORTLR et les protéines de rhoptries et de micronémes. Nous pourrons peut-étre identifier les

séquences protéiques qui permettent au récepteur TgSORTLR de différencier les protéines de
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rhoptries et de micronémes ou du moins les séquences responsables de la liaison des protéines de

rhoptries ou de micronémes.

Le domaine C-terminal de TgSORTLR possede également une insertion qui occupe plus de la moitié
de sa longueur. Cette insertion pourrait permettre a TgSORTLR de recruter des partenaires
protéiques spécifiques des parasites qui pourraient jouer un réle majeur dans le trafic des protéines et
la biogenése des organites de sécrétion et déterminer la spécificité des vésicules pour les rhoptries et
de celles destinées aux micronémes. En d’autres termes, cette séquence d’insertion peptidique et les
partenaires qui se lient spécifiquement aux peptides d’insertion pourraient déterminer comment un
récepteur homologue a la sortiline chez les parasites Apicomplexa est nécessaire a la formation des

organites apicaux qui sont impliqués dans la virulence parasitaire.

e |dentifier des inhibiteurs a visée thérapeutique ciblant TgSORTLR ou ses partenaires

L’identification d’inhibiteurs parasitaires ciblant TgSORTLR ou ses partenaires est une perspective

pour laquelle nous envisageons deux stratégies :

__La premiére consiste a cribler a haut débit des banques de molécules connues sur des parasites
exprimant une version étiquetée de la protéine TgSORTLR par la GFP. Les parasites transgéniques
exprimant TgSORTLR-GFP seront alors cultivés en présence des différentes molécules de maniére
indépendante. La lecture par un microscope a fluorescence nous permettra alors de sélectionner les
molécules perturbant la localisation de TgSORTLR et ses fonctions dans la biogeneése des organites

apicaux et la virulence parasitaire.

_ La seconde méthode consistera a étudier les mécanismes d’interaction entre le domaine C-terminal
de TgSORTLR et ses partenaires par I'utilisation de peptides couvrant chacun une partie du domaine
C-terminal de TgSORTLR. Les résultats nous permettront non seulement de connaitre les motifs C-
terminaux responsables des différentes interactions mais également les peptides capables d’inhiber
ces interactions et qui doivent donc bloquer les fonctions de TgSORTLR pour la formation des

rhoptries et des micronémes.

A plus long terme, des études de cristallographie et de co-cristallographie peuvent étre envisagées
pour déterminer les structures 3D ainsi que les zones d’interactions des protéines afin de cribler des

inhibiteurs spécifiques adaptés.
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Les inhibiteurs identifiés pourront ensuite étre testés dans un modéle animal de toxoplasmose mais

également sur les autres parasites apicomplexes comme Plasmodium falciparum.

e Comprendre I'induction d’'une immunité protectrice contre T. gondii.

L’activité fonctionnelle des protéines de rhoptries et de micronémes dans l'induction d’'une immunité
protectrice contre T. gondii a été largement décrite. L'étude de l'activité de la protéine ROP16 et
d’autres protéines connues pour étre impliquée dans la virulence parasitaire et pour moduler les
réponses immunitaires chez le parasite iKO-SORT ainsi que les réponses immunitaires mises en jeu
lors de I'infection des souris par les différents parasites complémentés participera a relier la présence

des organites apicaux du toxoplasme et le développement de la protection de I'hote.

e |dentifier les modifications post-traductionelles potentiellement impliquées dans le trafic

intracellulaire des protéines de rhoptries et de micronémes.

Afin de déterminer la nature des modifications post-traductionnelles putatives sur les protéines de
rhoptries et de micronémes, nous réaliserons des immuno-précipitations de différentes protéines ROP
et MIC issues des parasites sauvages ou dépourvus de TgSORTLR en utilisant des anticorps
spécifiques de ces protéines, puis les différentes protéines seront soumises a des analyses en

spectrométrie de masse.

e Déterminer si le propeptide putatif de TQSORTLR posséde un rdle important pour I'activité

fonctionnelle de TgSORTLR.

Le réle du propeptide putatif de TgSORTLR peut-étre explorer par I'intégration dans les parasites iKO-
SORT d’une version tronquée de TgSORTLR dépourvue du pro-domaine putatif ou d’'une version de

la protéine ou le site de reconnaissance théorique par la furine est muté

L’identification d’'un récepteur homologue a la sortiline chez I'organisme modéle T. gondii pourrait
permettre de répondre a des questions de biologie cellulaire quant aux réles des sortilines dans le
trafic des protéines et dans la prise en charge des ligands. Le développement des connaissances sur
le trafic intracellulaire et la biogenése des organites responsables de la virulence des parasites

Apicomplexa ainsi que la découverte de TgSORTLR mais aussi de nouveaux acteurs du systéme de
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transport vésiculaire exclusivement d’origines parasitaires, constituent peut étre des éléments clés de
I'histoire évolutive des parasites Apicomplexa qui pourraient également représenter de nouvelles

cibles thérapeutiques potentielles pertinentes contre les infections parasitaires.
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MATERIELS ET METHODES

Tableau 2. Amorces oligonucléotidiques utilisées

Nom de 'amorce

Séquence oligonucléotidique

Utilisation

Commentaire

protéine recombinante

Sort_recomb F g8ccGGATCCAGTGAAGACGCGCAGAAGCGTGAA ) pGex
(anticorps)
Sort_recomb R ccggCGCCGGCGGCACTGGGTGGACCCGATGGC protéine recombinante | -
(anticorps)
pMAH14-
Fulllength_TgSORTLR_F ccggGGATCCATGGCGCACAGCTTCGCACGAGG TgSORTLR
HA/pPMAH14-GFP
TgSortNt_F ccggGGATCCCGCAGAAGCGTGAA TgSORTLRACt PMAH14-
HA/pMAH14-GFP
pMAH14-
Sort_Tmb_R ccggGAATTCTCTTCCAGTTTTCGCCAGATAGTTGATG TgSORTLRACt
HA/pMAH14-GFP
- . . pMAH14-
PS_Sortilin_F ccggGGATCCATGGCGCACAGCTTCGCACGAGGCCGCCCACCGGCGGCCGGCCGAACACTCGCGGTTTTCCTTGCT Peptide Signal
HA/pMAH14-GFP
e PMAH14-
Sort_PS_AS ccggTCTAGAGAAGAATCCCGGCAGAAGCGAAG Peptide Signal
HA/pPMAH14-GFP
pMAH14-
TgSortCt_R ccggGAATTCAAGAAGTTCGACGTTATCCTCGTCGAATCG TgSORTLRANt
HA/pPMAH14-GFP
pMAH14-
TgSort_Tmb_F ccggGGATCCcceggg TCTAGAGTCAGTCGAGGAGGAAAGACAGTGTT TgSORTLRANt

HA/pPMAH14-GFP
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CCGGGAATTCATGGCGCACAGCTTCGCACGA

SORT_c-myc_F SORT-c-myc ectopique pTetO7Sagl
SORT_c-myc_R ccggTTAATTAAGGCCATGGCCAGGTCCTCCTCGGAGATGAGCTTCTGCTCCTGCATGAGGTCAAGAAGTTCGACGTT SORT-c-myc ectopique pTetO7Sagl
. SORT-c-myc ectopique,
Tub5Bléo_Kpnl_F GGCCGGTACCGTCCCGCGTTCGTGAAATTCTCTG . pTetO7Sagl
cassette de résistance
, SORT-c-myc ectopique,
Tub5Bléo_Kpnl_R GGCCGGTACCGGCGATCAACATCAGCCAGGTC pTetO7Sagl

cassette de résistance

5'TgSORTLR_F

ccggCATATGATGTCATCAGGAGCCCCTCTGCC

plasmide iKO (ADN 5'
flanquant)

Clonage dans le

pG13-DTS4

5'TgSORTLR_R

ccggCATATGGGTGACTGTCTGTACACCGGAGG

plasmide iKO (ADN 5'
flanquant)

Clonage dans le

pG13-DTS4

3'TgSORTLR_F

ccg8AGATCTATGGCGCACAGCTTCGCACGAG

plasmide iKO (ADN
3'flanquant)

Clonage dans le

pG13-DTS4

3'TgSORTLR_R

ccggCCTAGGCCGCGGTAGACCAGACGCGTG

plasmide iKO (ADN

Clonage dans le

3'flanquant) pG13-DTS4
Test_iKO_TgSORT_F CCGGCGTAGACGTGCTAAGTCTGTGCCA Criblage des clones ikO

par PCR
DHFR_IntR GGCGTTGAATCTCTTGCCGACTGATGGAGAGGGAAGTCC Cr'bLaf: des clones iKO

par
recomb_NtSORT_F g8ccGGATCCAGTGAAGACGCGCAGAAGCGTGAA Protéine recombinante pGex-6P3
Recomb_A1SORT_F ggccGGATCCAACCACCAGCTCTTCTACACGCGG Protéine recombinante pGex-6P3
Recomb_A12SORT_F ggccGGATCCGAAGAGGTGATTCGCACAGTGATCTCC Protéine recombinante pGex-6P3
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Recomb_A123SORT_F ggccGGATCCGAATCAGACGCCGCAGCCGCC Protéine recombinante pGex-6P3
Recomb_mutSORT_R ccggGAATTCTCATGTCTTTCCTCCTCGACTGACGGG Protéine recombinante pGex-6P3
Recomb_CtSORT_F g8ccGGATCCGCGAAAACTGGAAGACTGAAGAAGTTC Protéine recombinante pGex-6P3
Recomb_CtSORT_R ccggGAATTCTCAAAGAAGTTCGACGTTATCCTCGTCGAA Protéine recombinante pGex-6P3
Expression des
Recomb_Ropl_F GATCGCGCTTATTTAGGTGACACTATAGAACAGACCACCATGGTAGACTTCGACACCATGGAGCAAAGGCTG sston de
protelnes in vitro
Recomb_Rop1_R TCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTATTGCGATCCATCATCCTGCTCTCTTCC Expression des
protelnes in vitro
. Expression des
Recomb_Mic5_F GATCGCGCTTATTTAGGTGACACTATAGAACAGACCACCATGGTATTAGCCTCGCATTTACGCTCCAGACAC
proteines in vitro
Recomb_Mic5_R TCAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTATGCGAGTTTCACCTCGGAGTCGAG Expression des
proteines in vitro
KI_vps26_F TACTTCCAATCCAATTTAATGCCGCGGCTGTCTCTGCATAGGTG Knock-In vps26 pLic-HA_DHFR
KI_vps26_R TCCTCCACTTCCAATTTTAGCCCCGATCTTCTTCCTCCACATTGTGAT Knock-In vps26 pLic-HA_DHFR
BamHI_vps26_F CcggGGATCCATGTTGGCTACTCTGTTCGGCAGTGTCTGT ZXp\;eSS'ZC;” transitolre |\ 1AH14-GFP
e Vps
EcoRI_vps26_R ccggGAATTCCCCGATCTTCTTCCTCCACATTGTGATTTC Expression transitoire | 1\ 114.Grp
de Vps 26
F_KI_Sec23 TACTTCCAATCCAATTTAATGCTCAGAAACGCCTCCCTCTGTGCATCTTTTC Knock-In Sec23 pLic-HA_DHFR
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R_KI_Sec23 TCCTCCACTTCCAATTTTAGCGCTCTGGACTGCCAGTTTGATGAGGTG Knock-In Sec23 pLic-HA_DHFR
F_KI_Vps9 TACTTCCAATCCAATTTAATGCCCCTGCTTGCCCCTCGCCT Knock-In Vps9 pLic-HA_DHFR
R_KI_Vps9 TCCTCCACTTCCAATTTTAGCTTTCCTGTCACTATGTTTCGCGTCCG Knock-In Vps9 pLic-HA_DHFR
F_KI_Vps35 TACTTCCAATCCAATTTAATGCCAAGAGTGGGTGTCACAGTTACCTGCC Knock-In Vps35 pLic-HA_DHFR
R_KI_Vps35 TCCTCCACTTCCAATTTTAGCAGATGTTGAAACACTGATTTCATTCAGTCCAGTGAGTCC Knock-In Vps35 pLic-HA_DHFR
F_KI_ul-adaptine TACTTCCAATCCAATTTAATGCGGATCTTCCCTAGTTCGCGCCAGTCAC Knock-In Sec23 pLic-HA_DHFR
R_KI_pl-adaptine TCCTCCACTTCCAATTTTAGCGGAGAGTCTCAGTTGGTACTCTCCATTTTGAGT Knock-In Sec23 pLic-HA_DHFR
F_KI_HP20 TACTTCCAATCCAATTTAATGC GCTTCTTTGCCCTCCTCGTCCG Knock-In Sec23 pLic-HA_DHFR
R_KI_HP20 TCCTCCACTTCCAATTTTAGCCAATCTGTCAAGTCTTCCTCCAGTCAG Knock-In Sec23 pLic-HA_DHFR
PromSORT_Hpal_F CCGGGTTAACTCACTTGGTGTGATACATTTTGCGCGACAC complémentation p5’/3’UPRT
promSORT_Notl_R ccggGCGGCCGCAGTGACTGTCTGTACACCGGAGGAGGC complémentation p5’/3’UPRT
ORFSortilin_Notl_F CcggGCGGCCGCATGGCGCACAGCTTCGCACGAGGC complémentation p5’/3’UPRT
3’UTRSaglPmel_R ccgggtttaaacGACGATCGCCCATCGGGGTCG complémentation p5’/3’UPRT
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PS_SORT_Notl_R

CCGGGCGGCCGCGAAGAATCCCGGCAGAAGCGAAGG

complémentation

p5’/3'UPRT

ORFSORTA1_F

CCGGGCGGCCGCAACCACCAGCTCTTCTACACGCGG

complémentation

p5’/3'UPRT

ORFSORTA12_F

CCGGGCGGCCGCGAAGAGGTGATTCGCACAGTGATCTCC

complémentation

p5'/3’UPRT
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.  Culture cellulaire

1. Culture des fibroblastes humains

La lignée primaire de fibroblastes (HFF ou «Human Foreskine Fibroblast») est cultivée en milieu
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) complété avec 10% de sérum de veau feetal, 10 000
unités/ml de Penicilline/Streptomycine et 2 mM de L-glutamine (Gibco). Lentretien cellulaire est
réalisé par passages d’'une portion du tapis cellulaire confluant décollé a I'aide d’'une solution trypsique
(0,05% trypsine ; 0,1% EDTA). Les cellules HFF sont cultivées en atmosphére humide sous 5% de

CO2 a 37°C.

2. Entretien des parasites

Les parasites utilisés sont des tachyzoites virulents de type |. Les parasites sont maintenus par
l'infection réguliere d’'une monocouche de cellules HFF. En général, les parasites sont inoculés tous
les 2 ou 3 jours avec un changement du milieu 4 heures post-infections (p.i.). Les souches
parasitaires utilisées dans ce travail sont: la souche RH sauvage, RHTaTi (Transactivator trap
identified, une souche inductible sensible a I’AnhydroTetracycline ou ATc; Meissner et al, 2002),
RHAKu80 (une souche génétiquement modifiée permettant un taux élevé de recombinaison
homologue, Huynh and Carruthers, 2009), RHAKu80TaTi (qui regroupe les deux caractéristiques :
intégration homologue élevée et induction par I’ATc, Sheiner et al, 2011), RH GRASP-RFP, RH HDEL-
RFP, deux souches présentant un marqueur fluorescent de compartiments subcellulaires
(respectivement I'appareil de Golgi et réticulum endoplasmique) et RH-DrpB-YFP ou une copie du

géne de DrpB (Dynamin Related Protein B) fusionnée avec la séquence codant YFP.

3. Purification des parasites

Lors de la lyse des cellules, le contenu de la boite infectée est gratté, passé en seringue pour
I'éclatement totale des cellules, puis filiré a I'aide de membranes millipore 3um (polycarbonate de
porosité 3um, Whatman). Une fraction des parasites est énumérée sur une lame de Malassez et le
reste est alors centrifugé a 400g pendant 15 minutes. Dans certains cas, notamment lors de la

purification de quantités importantes de parasites, la suspension est passée dans un
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homogénéisateur de Dounce, puis une premiére filtration sur laine de verre (non traitée) est
nécessaire avant la filtration (filtre de 3um). Les parasites ainsi purifiés peuvent étre utilisés pour
toutes les techniques de biochimie ou de biologie cellulaire décrites ci-dessous. Les lavages des

parasites se déroulent par des étapes de centrifugations successives a 400g pendant 15 minutes.

Il. Biologie moléculaire

1. Extraction des ARNm

Les tachyzoites purifiés sont lysés dans un tampon de lyse sans RNases [1% SDS, 50 mM d’acétate
de sodium (NaOAc), pH 5,2, 10 mM EDTA]. Un volume identique de phénol est ajouté puis la solution
est incubée 15 minutes (min) a 65°C en agitant fréquemment au vortex. Apres centrifugation de 5 min
a 14 000 rpm, la phase aqueuse (phase supérieure) est conservée puis soumise a une seconde
extraction phénolique avant de réaliser deux extractions consécutives par du chloroforme
(volume/volume). Les ARN totaux contenus dans la phase aqueuse sont précipités sur la nuit a -20°C
par de l'acétate de sodium 0,3 M (pH 5,2) et deux volumes et demi d’éthanol 100%. Le culot ’ARN
obtenu aprés centrifugation de 30 minutes a 14000 rpm a 4°C est lavé deux fois de suite a I'éthanol
80% (v/v). Les culots séchés sont repris par de I'eau milli Q stérile contenant de la RNAsine
(Promega). Les contaminations par de 'ADN génomique (ADNg) sont évaluées par PCR (Polymerase
Chain Reaction) sur des génes de ménages (SOD, SuperOxyde Dismutase et/ou actine). Par
exemple, une contamination par de 'ADNg détectée par une électrophorése en gel d’agarose 1%
contenant du BET 0,5 pug/mL (Bromure d’Ethidium) se traduit par I'apparition d’'une bande a environ
700 pb correspondant a l'intron et exon de la SOD. Les contaminants d’ADN génomique sont alors
digérés par la DNase | (RQ1 RNase-Free DNase, Promega) a raison d’une unité de DNase par ug
d’acides nucléiques, durant 30 min a 37°C. Les ARN totaux sont alors de nouveaux extraits par

phénol/chloroforme et précipités par de I'éthanol 80% puis conservés a - 80°C.

2. Synthése des ADNc par rétro-transcription (RT)

Les ARN totaux sont repris par de I'eau milli Q stérile et avec 10 yM d’oligoDT avant une incubation
pendant 2 min a 72°C puis 2 min dans la glace. La réaction de RT est réalisée en présence de 125

unités de Boehringer RT AMV (Reverse Transcriptase AMV, Avian Myeloblastis Virus >, Roche) en
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présence de RNAsine et de 25mM de dNTP pendant 1h a 42°C. Aprés un refroidissement de 10 min
dans la glace, les ADNc sont extraits par du phénol/chloroforme puis précipités. Les ADNc lavés et
repris dans I'eau milli Q sont ensuite testés par PCR. On utilise également la SOD pour cela et on est
capable d’observer en gel d’agarose la différence de taille entre la SOD amplifiée a partir d’ADNc qui

est une bande d’ADN de 200pb et celle amplifiée a partir d’ADNg contaminant.

3. Extraction de I’ADN génomique des tachyzoites

L’ADN génomique (ADNg) des parasites est extrait a I'aide du kit commercial Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega). Le culot de parasites purifié est repris par la solution de lyse (EDTA/Nuclei
Lysis solution), et 1 yL d’'une solution de RNase, puis incubé a 37°C pendant 20 minutes. Une fois
revenu a température ambiante, la solution de précipitation des protéines est ajoutée. Puis le mélange
est agité par un Vortex et incubé dans la glace pendant 5 minutes. Ce précipitat est centrifugé a
14000g pendant 10 minutes. Le surnageant est transféré dans un tube contenant de l'isopropanol
afin de précipiter 'ADNg. Aprés une précipitation d'une heure a -20°C, '’ADN génomique est
centrifugé pendant 30 minutes a 4°C a 13000g. Le culot d’ADNg est ensuite lavé par de I'éthanol 80%
puis centrifugé a nouveau pendant 20 minutes a 13000g. L'ADNg est séché, repris dans de I'eau milli

Q et solubilisé pendant 15 minutes a 65°C avant une conservation a -20°C.

4. Construction des plasmides

a. Sous-clonages dans le plasmide pMAH14

e  Amplification des inserts

Les amplifications par PCR sont réalisées grace au kit Phusion Enzyme (Fermentas) contenant une
ADN polymérase de haute fidélité. Le plasmide pMAH14 est un vecteur d’expression de T. gondii
contenant 920 paires de bases (pb) d’'un promoteur du gene GRA1 et 389 bp de la région 3’ non
traduite du gene SAG1 (Saksouk et al., 2005). Les inserts correspondent donc a la séquence codante
d’une protéine d’intérét (ORFs, Open Reading Frame). Le mélange comprend : 100 -200 ng d’ADNCc,
utilisé comme matrice, 10 pl du tampon de réaction fourni et 1 unité d’enzyme pour un volume final de
PCR de 50 pL. Les amorces synthétisées (par la société Sigma-Aldrich) sont reprises dans de I'eau

mQ a une concentration de 100 uM, puis diluées a la concentration finale de 1 uM. Dans certains cas,
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3 % de DMSO sont également ajoutés. Les amorces utilisées sont indiquées pour chaque clonage

dans le tableau ci-dessus (tableau 2).

Les conditions de PCR sont les suivantes :

- 98°C pendant 3 min

- 98°C pendant 15 sec

- température d’hybridation (TM)

spécifique des amorces (entre 58 et 63°C), 15 sec- 72°C 30 secondes/kb
et une élongation finale :

- 72°C pendant 10 min

35 cycles

Apres la PCR, le 1/10 des échantillons est déposé dans un gel d’'agarose 1% en TAE (Tris 40 mM ;
acétate 40 mM ; EDTA 1 mM, pH 8) contenant du BET. Apres électrophorése, 'ADN amplifié par PCR
est purifié grace au kit d’extraction d’ADN Nucleospin Extract Il (Machery-Nagel). Si un degré de
pureté supérieure est requis, la totalité du volume de PCR est déposée puis la bande attendue est
découpée et 'ADN soumis a extraction avec le méme kit. Les ORFs des différents génes clonés au

cours de ce travail ont été amplifié a partir ’ ADNc de tachyzoites de 76K (type II).

e Digestion des inserts et du vecteur pMAH14

Ce vecteur de clonage dérive d'un plasmide pBluescript SK- avec une cassette de résistance a
I'ampicilline, le promoteur TgGRA1 comme indiqué précédemment et qui a été cloné entre les sites de
restriction Sacl et BamHI, une étiquette HA-FLAG (HA pour HemAgglutinine) entre les sites EcoRlI et
Bglll, et enfin une partie de la séquence 3’ du géne de TgSag1 entre les sites Bglll et Kpnl. Nous
avons modifié ce plasmide pMAH14 en y introduisant la séquence codant une GFP. La GFP a été
amplifiée par PCR puis introduite grace aux enzymes EcoRI et Bglll en remplacement de I'épitope HA-
FLAG. Au cours de ce travail, nous avons choisi d'étiqueter les ORFs d'intéréts du coété 3’(C-terminal

de la protéine).

Le plasmide pMAH14 a été utilisé pour sous-cloner TgSORTLR mais aussi les versions tronquées de
TgSORTLR (TgSORTLR-ACt, TgSORTLR-ANt) et 'ORF de Vps26. Dans le tableau ci-dessous

(tableau 3) figurent les enzymes de restriction utilisées pour chaque clonage dans le pMAH14.
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Tableau 3. Sites de restrictions utilisés pour les clonages dans le plasmide pMAH14
Insert cloné Enzymes utilisées

TgSORTLR BamHI/EcoRI

TgSORTLR-ACt BamHI/EcoRI

TgSORTLR-ANt BamHI/EcoRl

vps26 BamHI/EcoRI

La partie N-terminale a été amplifiée par PCR avec un couple d’amorce allant du signal peptidique ou
«peptide signal» (PS) a la fin de la région transmembranaire (TM). Linsert a été inséré dans le
pMAH14 en fusion avec la GFP ou I'étiquette HA. Les vecteurs pMAH14- TgSORTLR-ANt -GFP/HA
ont été obtenus en deux étapes. Tout d’abord, le sous-clonage de l'insert TgSORTLR-ANt (allant de
20 nucléotides en amont du TM a la fin de 'ORF) et I'ajout du peptide signal en 5’ de la séquence

clonée.

e Déphosphorylation des plasmides digérés

Aprés digestion enzymatique, les plasmides sont purifiés puis déphosphorylés pendant minimum 15
min a 37°C avec 5 pL de tampon 10X FastAP et 1 pL d’enzyme FastAP (Fermentas), dans un volume
total de 50 pL. La phosphatase alcaline est ensuite inactivée en incubant la réaction 10 min a 70°C.

Les plasmides ainsi déphosphorylés sont ensuite purifiés par colonne avec le kit Macherey-Nagel.

e Ligation des plasmides pMAH14 préparés avec les inserts

Les échantillons, plasmides et inserts, digérés et purifiés sont dosés au NanoView. Toutes les ligations
sont réalisées avec un rapport insert/plasmide compris entre 3/1 et 6/1 avec pour référence 50 ng
d’ADN plasmidique. Les réactions se font dans un volume final de 20 pL, avec 2 pL du tampon de

ligation et 0,5 pL d’enzyme T4 DNA ligase (Fermentas), avec une incubation a 22°C pendant 10 min.

e Transformation des bactéries compétentes Top10F’

Les bactéries Escherichia coli Top10F’ compétentes par choc thermique aprés un traitement au

chlorure de rubidium sont utilisées. Cing pL de la ligation contenant le mélange de plasmide et insert
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avec 50 uL de bactéries compétentes sont incubés dans la glace pendant 30 min. Un choc thermique
de 45 secondes a 37°C est réalisé, puis les bactéries sont remises immédiatement sur la glace
pendant 2 min. Apres ajout de 250ul de LB (Luria-Bertani, Tryptone 1% , extrait de levure 0,5% , NaCl
1%), les bactéries sont incubées 1H a 37° et sont étalées sur un milieu sélectif, LB agar complémenté

en ampicilline, a 37°C sur la nuit.

e Criblage des colonies par PCR

Les colonies formées sur les boites de Pétri sont criblées par PCR afin de vérifier la présence des
inserts. En effet, les colonies résistantes a I'ampicilline sont repiquées sur le méme milieu sélectif et le
reste de la colonie est rincé directement dans le tube de PCR contenant le mélange de réaction. Ce
mélange contient 2,5 pyL de 10X DreamTag™ Green Buffer, 0,2 mM de dNTP, 0,1 uL de
DreamTag™DNA Polymerase (Fermentas) puis1uM de chaque amorce sont ajoutés puis le mélange

est complété avec de I'eau milli Q pour un volume final de 25 L.

Les conditions de PCR sont les suivantes :

- 95°C pendant 5 min
- 95°C pendant 30 sec
- TM pendant 30 sec

- 72°C 1min/kb

- 72°C pendant 10 min

30 cycles

La totalité des produits de PCR est déposée, séparée et analysée dans un gel d’agarose 1%
contenant du BET. Les colonies positives sont inoculées en culture liquide dans 5 mL de milieu de

culture LB ampicilline a 37°C sur la nuit.

e Extraction plasmidique et validation des plasmides

Les plasmides mis en culture sur la nuit sont extraits avec le kit Nucleospin Plasmid (Macherey-Nagel)
ou par une extraction par chauffage comme suit : le culot bactérien est soumis a I'action du lysozyme
25mg/ml, puis du tampon de lyse (8% sucrose, 20 mM Tris.HCL pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 0,5% Triton

X100) est ajouté. Aprés une incubation a 100°C pendant 45 secondes, le surnageant est précipité
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avec 0,3M d’acétate de sodium et d’isopropanol. Afin de confirmer la présence de l'insert dans le
plasmide, des digestions par différentes enzymes de restriction sont réalisées. Soit avec les enzymes
utilisées pour cloner ces inserts, soit en utilisant une enzyme présent a l'intérieur de I'insert. Les ADN
extraits de trois clones positifs distincts sont alors séquencés (Société Genoscreen, Institut Pasteur de
Lille) afin de vérifier 'exactitude des inserts clonés dans la banque de données www.toxodb.org. Un
aliquot de la culture bactérienne est congelé a -20°C en présence d’une concentration finale de 25%

glycérol.

c. Sous-clonage dans le vecteur pGex pour la production de protéines recombinantes

Le plasmide pGex-6P3-GST (Pharmacia) a été utilisé pour I'expression de protéines recombinantes
chez E.coli. Ce plasmide permet de sous-cloner la séquence d’intérét en phase avec la séquence de
la GST et donc d’obtenir une protéine fusionnée, en position N-terminale avec la GST. Les fragments
d’ADN correspondant aux différentes protéines sont été amplifiés grace aux amorces décrites dans le
tableau 2. La protéine recombinante rSORT37.714 correspond a la boucle extra-membranaire allant de
'acide aminé 37 a 714 de TgSORTLR. Cette protéine rSORT37.714 couplée a la GST servi aux
immunisations des souris afin d’obtenir les anticorps polyclonaux spécifiques contre TgSORTLR
(production de la protéine recombinante et obtention de I'anticorps décrit dans le paragraphe IV.3 et
4). La protéine recombinante rSORT37.7g9 correspond a la partie de TgSORTLR allant de I'acide aminé
37 a 789 c'est-a-dire de la fin du peptide signal jusqu’au domaine transmembranaire couvrant ainsi
I'entiéreté du domaine N-terminal. La protéine recombinante rSORTggg 952 cOntient I'entiéreté du
domaine C-terminal de TgSORTLR. Les trois derniéres constructions rA1SORT 37.759, r'A2SORT 446759,
rA3SORT736.780 constituent des protéines mutantes au niveau du domaine N-terminal ou les délétions
respectives des domaines B a D, B a H, et B a 10CCb de TgSORTLR (voir ces domaines dans la
Figure 1 de l'article et dans les figures 1,2 et 4 des résultats) ont été réalisées. Tous les clonages ont

été réalisés avec les enzymes BamH]I et EcoRI.

d. Sous-clonage dans le plasmide pTetO7Sag1 pour I'intégration ectopique de TgSORTLR

Le plasmide utilisé est le pT7S1 pour pTetO7Sag1 (Meissner et al., 2002). Pour réaliser I'intégration

aléatoire d’'une seconde copie de TgSORTLR étiquetée avec I'épitope c-myc, nous avons procédé a
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deux sous-clonages successifs. Le premier clonage a permis d’insérer une copie de TgSORTLR avec
les enzymes EcoRI/Pacl. L'amplification par PCR de ’ADNc correspondant permet également d'y
ajouter I'étiquette c-myc dont les nucléotides codant sont présent dans I'amorce antisens (tableau 2).
Le second sous-clonage consiste a introduire la cassette de sélection Tub5-Bléo-Sag1 (promoteur
Tubuline, géne de résistance a la bléomycine et la séquence 3'UTR du géne Sag1) avec I'enzyme

Kpnl.

e. Sous-clonages dans le vecteur pLIC-HA-DHFR pour les stratégies de « Knock-In »

Le plasmide pLIC-HA-DHFR (Huynh et Carruthers, 2009) et les inserts d’ADN génomique
correspondant a 1 a 4 kb en amont du codon STOP pour chaque géne d’intérét amplifié par PCR ont
été utilisés. Les séquences sont choisies avec un site de restriction unique qui est absent du
plasmide, ce qui permet la linéarisation en vue de l'intégration dans le génome parasitaire (voir le
tableau 4). Environ 500 pb (paires de bases) sont nécessaires en amont de ce site de restriction dans
les inserts. Les amorces utilisées (voir tableau 2) comportent a la fois la séquence spécifique de la
région a amplifier mais aussi une séquence permettant d'utiliser le systeme LIC (Ligase Independent
Cloning). Le plasmide est linéarisé par Pacl. Inserts et plasmide sont alors traités par la T4 DNA
Polymerase. Pour le plasmide, cette réaction est réalisée avec 7,5 U d’enzyme T4 DNA Polymerase
(Fermentas) pour environ 1,5 ug d’ADN, 5mM DTT, 4mM dGTP (volume final 60 pl). Pour l'insert, le
mélange comporte 5mM DTT, 4mM dCTP, 2,5 U d’enzyme, 0,2pmol d’insert (volume final 20ul). Ces
réactions se déroulent a 22°C pendant 30 min puis I'enzyme est désactivée a 75°C pendant 20 min,
ce qui génére des bouts protubérants compatibles entre l'insert et le plasmide. Un pl de vecteur est
alors incubé avec 2 yl d’insert pendant 10 min a température ambiante. Aprés I'ajout de 1ul I’EDTA,
25 mM et 5 min a température ambiante, 1ul du volume de réaction est utilisé pour transformer les
cellules compétentes. Les colonies sont criblées par PCR puis par digestion sur le plasmide purifié.
L'enzyme utilisé pour le criblage correspond a celle qui a servi a digérer le plasmide afin de le rendre

linéaire avant la transfection (spécifique de l'insert, voir le tableau 4 ci-dessous).

Tableau 4. Enzymes de restrictions utilisées pour la linéarisation des différentes constructions

« Knock-In »

Geéne ciblé Taille de I'insert amplifié (pb) Enzyme de linéarisation utilisée
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Sec23 2153 SnaBlI
Vps9 4053 BstBI
Vps26 2113 EcoRV
Vps35 4004 EcoRV
u1-adaptine 2613 SnaBI
HP20 1579 EcoRV

f.  Sous-clonages dans le plasmide p5’/3’'UPRT (pUPRT) pour les expériences de

complémentations

Le plasmide pURRT est un vecteur contenant deux fragments de 1kb, 5 et 3’ qui correspondent
respectivement aux séquences flanquantes du géne parasitaire UPRT pour « Uracil PhosphoRibosyl
Transferase ». Ainsi, 'ADN inséré entre ces fragments dans le plasmide sera intégré dans le génome
du parasite en lieu et place du géne UPRT par double recombinaison homologue. Le géne UPRT
code une enzyme non-essentielle impliquée dans la voie de récupération de nucléotides (UMP) a
partir de la cellule héte et peut donc étre utilisé comme un marqueur sélectif négatif. En effet, le
parasite est capable de synthétiser de novo ses propres métabolites (Donald et Roos, 1995) Le
plasmide permet de cibler cette région génique et la suppression allélique du géne UPRT va
également conférer la résistance au FUDR (5'-fluo-2'-deoxyuridine) (Donald et Roos, 1995). Afin de
construire, les vecteurs pour les expériences de complémentations dans le parasite mutant iIKOSORT,
deux a trois étapes de clonage successifs ont été nécessaires. La premiére étape consiste a introduire
la région promotrice de la sortiline de 1700 pb en amont du codon d’initiation (ATG) qui a été amplifié
par PCR a partir ’ADN génomique de la souche de type | avec les amorces indiquées dans le tableau
2. Les enzymes utilisées pour le clonage sont Hpal et Notl. Ensuite, trois inserts portants
respectivement I'entiereté de TgSORTLR (SORT-FL, TgSORTLR Full Length) ou les versions
tronquées A1SORTg2.062 €t A2SORT 446.962 ONt été amplifiés et sous-clonés dans le plasmide par les
enzymes Notl et Pmel. Dans les trois cas, 'ADN matrice utilisé pour I'amplification est le pMAH14-
TgSORTLR-HA et la sortiline entiére est ainsi étiquetée avec un peptide HA- FLAG puis suivie de la
région 3’'UTR du géne SAG1. Pour les versions tronquées de TgSORTLR, A1SORT,962 €t
A2SORT446.962, UNe derniére étape de sous-clonage a permis d’insérer le signal peptidique de 36
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acides aminés nécessaires pour I'adressage correcte dans le réticulum endoplasmique du parasite.
Les amorces « ORFSortilin_Notl F et PS_SORT_Notl R » ont été utilisées puis la séquence a été
introduite a I'aide d’'une enzyme de restriction Notl. Lors du criblage des clones, I'orientation du signal

peptidique a alors été vérifiée par PCR puis par séquengage.

g. Sous-Clonage dans le plasmide pG13-D-T7S4 (pDTS4)

Le plasmide pDTS4 (Sheiner et al., 2011) comporte une cassette de résistance a la pyriméthamine
(DHFR-TS) ainsi que le promoteur parasitaire de TgSag4 sous le controle d’'une séquence répétée
« TetO7 » qui confére l'induction par I'ATc. En effet, deux fragments sont clonés de part et d’autre
dans ce vecteur pour permettre le ciblage du gene TgSORTLR et le contréle par le promoteur
inductible TetO7-Sag4. Le premier fragment qui correspond a 2kb de TgSORTLR a partir de 'ATG
(inclus) est inséré en aval du promoteur TetO7-Sag4 par les enzymes Bglll/Avrll. Le second fragment
qui correspond au 2kb précédant 'ATG de TgSORTLR est inséré dans le plasmide en amont de la

cassette DHFR-TS avec les enzymes Bglll/Avrll.

lll.  Biologie cellulaire

1. Transfection transitoire des tachyzoites de T. gondii

La transfection transitoire de tachyzoites consiste a I'électroporation de 5 millions parasites par des
quantités relativement importantes, entre 20-100 ug, d’ADN plasmidique. Cette technique permet
d’observer une protéine dont la séquence est portée par un vecteur d’expression parasitaire comme le
pMAH14. Cette quantité de plasmide est obtenue par extraction plasmidique sur une culture liquide
LB de 200mL de bactéries, grace au kit Nucleobon Xtra Midi (Macherey-Nagel). Les parasites sont
purifiés puis lavés a deux reprises dans le cytomix, c’est-a-dire le tampon de transfection [120mM KCL
; 10mM K2HPO4/KH2PO4, pH 7,4 ; 25mM Hepes pH 7,6 ; 2mM EGTA pH 7,6 ; 5mM MgCI2 ; 0,15mM
CaCl2 ; pH ajusté a 7,6 avec du KOH]. Les parasites sont ensuite comptés sur cellule de Malassez et
repris par le volume adéquat dans du cytomix complété par 2mM final ’ATP et 5mM final de
gluthation. L'/ADN et 400 pl de parasites sont alors disposés dans la cuvette d’électroporation de 2mm

(Eurogentec). L'électroporation est effectuée dans un électroporateur BTX Electro Cell Manipulator
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600, réglé sur un voltage de 1,5kV.cm-1, une capacitance de 25uF et résistance de 24Q. Les
parasites transfectés sont déposés sur des lamelles de verres contenant des cellules HFF
confluentes. La croissance des parasites intracellulaire est alors arrétée, généralement 24h post-
infection, par une fixation avec une solution contenant 4% de paraformaldéhyde. Les parasites ainsi

fixés sont alors analysés par de I'immunofluorescence indirecte ou IFA (voir paragraphe 1V.4.).

2. Obtention de lignées stables de parasites mutants

a. Obtention des parasites stables résistant a la bléomycine exprimant une copie hétérologue

de TgSORTLR

Des tachyzoites (107 parasites) de la souche RH sont transfectés par 100 ug de plasmide pT7S1-
SORT-myc linéaire suite a une digestion avec BamHI. Pour cette lignée de parasites stables, la
stratégie dite REMI (Restriction-Enzyme Mediated Integration) a été utilisée selon le protocole décrit
par Black et al., (Black et al., 1995). Lors de la transfection, 20 U d’enzyme BamHI ont été introduit
dans la cuvette d’électroporation dans le but d’augmenter I'efficacité d’intégration du plasmide. Les
transfectants sont ensuite déposés sur un tapis de cellule HFF confluentes en boite de 25 cm? Le
milieu est changé 4h p .i (post-infection). 48h a 72h aprés la transfection, les parasites sont purifiés.
Aprés centrifugation a 400g pendant 15 min a 4°C, le culot parasitaire est alors repris par du DMEM
incomplet supplémenté en Hepes 10mM, et 5 pg/mL de phléomycine. Les parasites extracellulaires
sont alors incubés pendant 10 h a 37°C. Aprés la sélection, les parasites sont inoculés sur un
nouveau tapis de cellules HFF confluentes. Le milieu de culture est changé 6 h p.i par du milieu
complet supplémenté de 5upg/ml de phléomycine. Une seconde sélection en extracellulaire en
présence de phléomycine est nécessaire. En effet, une partie des parasites de la premiére sélection
est vérifiée pour I'expression de la protéine transgénique par IFA et I'autre partie mise en culture
pendant 48 a 72h sera sélectionnée une seconde fois en présence de la méme concentration de
phléomycine. Les parasites résistants sont testés par fluorescence puis clonés par dilution limite en
plaques 96 puits jusqu'a obtenir un parasite par puits. Aprés 5-6 jours d’infection, les plaques de 96
puits sont criblées. Plusieurs clones sont alors testés par IFA avec I'anticorps anti-myc. Les clones

choisis sont alors amplifiés puis cultivés in vitro comme décrit précédemment. Plusieurs lots des

172



souches parasitaires stables sont resuspendus par 90% de SVF et 10% de DMSO 10% puis congelés

a -80°C dans des cryotubes (1,5 ml) avant d’étre stockés dans 'azote liquide.

b. Obtention des parasites iKO-TgSORTLR

Des tachyzoites (10 millions) sont purifiés puis électroporés en présence de 50ug d’ADN linéaire du
plasmide pDTS4 (pDHFR-TS-TetO7-Sag4)-5SORT-3'SORT. La linéarisation du plasmide par Apal est
contrélée dans un gel d’agarose. LADN est extrait par du phénol/chloroforme (2 phenol vol/vol, 1
chloroforme vol/vol) puis précipité par de I'éthanol 100% (2,5 fois le volume en présence de 0,3M
NaCl). Aprés un lavage a I'éthanol 70%, le culot d’ADN est resuspendu directement avec du cytomix.
Aprés la transfection, 2uM de pyrimethamine (Sigma) sont ajoutés au milieu de culture. La pression
sélective est gardée durant 5 a 7 jours jusqu’a I'émergence d’une population résistante. Les parasites
transgéniques (iIKO-SORT) ainsi obtenus posséderont le promoteur inductible TetO7Sag4 (sensible a
I'ATc) intégré juste devant le codon d'initiation du géne endogéne TgSORTLR en lieu et place du
promoteur endogéne de TgSORTLR. Ainsi, I'expression de TgSORTLR peut-étre contrdlée par I'ajout

d’ATc dans le milieu de culture conduisant a I'extinction du gene TgSORTLR.

c. Obtention des parasites complémentés

Des parasites iIKO-TgSORTLR (10 millions) sont transfectés avec 50ug des plasmides pUPRT-
SORTFL, pUPRT-A1SORT 02962, PUPRT-A2SORT446.062. 5SUM de FUDR sont ajoutés au milieu de
culture 24h apres la transfection. La sélection est alors maintenue pendant 6 a 8 jours jusqu'a
I’émergence d’'une population résistante. Les parasites sont alors clonés en plaques 96 puits comme
décrit précédemment puis testés par IFA en utilisant un anticorps monoclonal anti-HA de rat (anti-HA

monoclonal de rat 3F10, Roche) au 1/500.

d. Obtention des parasites Knock-in

Des parasites RHAKu80 (10 millions) sont éléctroporés avec 10 a 25 ug d’ADN linéaire de plasmides
pLic-DHFR-Vps26-HA, pLic-DHFR-Vps9-HA, pLic-DHFR-Vps35-HA, pLic-DHFR-Sec23-HA, plic-

DHFR-p1adaptine-HA ou pLic-DHFR-HP20-HA. La sélection avec 2 uM pg/ml de pyriméthamine se
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déroule comme décrit en 1ll.2.b.et les clones sont obtenus par dilution limite et criblés par IFA en

utilisant I'anticorps polyclonal de lapin ou souris anti-HA (Invitrogen) a une dilution au 1/500.

3. Préparation des parasites pour des observations ultrastructurales en microscopie

électronique

Des tachyzoites (10 a 40 millions) sont utilisés afin d’infecter une boite de culture de 75 cm? contenant
des HFF confluentes. Le milieu complet est renouvelé 4h post-infection. Aprés 18h a 72h pi, les HFF
infectés sont lavés une fois par du PBS et directement fixés avec du PAF 8% complété de 0,01% de
glutaraldéhyde pour des observations immuno-ultrastructurales. Nous avons également fixé les
cultures de parasites avec du 2,5% glutaraldéhyde et 0,1M cacodylate pour des observations
morphologiques directes en microscopie électronique. Les marquages et les images de microscopies
électroniques ont été réalisés par le Dr Christian Slomianny (Laboratoire de physiologie cellulaire,

Inserm U1003, Univ. Lille Nord de France, Villeneuve d’Ascq, France).

4. Immunofluorescence indirecte avec les parasites intracellulaires

Les cellules confluentes sur des lamelles en verre sont infectées par des tachyzoites de maniére
générale (sauf explicitement décrit) pendant 20 a 24h.Les parasites intracellulaires sont fixés au
paraformaldehyde 4% pendant 15-30 min a température ambiante. Les lamelles sont ensuite lavées
par du DPBS. Les cellules HFF et les parasites perméabilisés par du PBS-Triton X100 0,2% en
présence de 0,1M de glycine (blocage du PAF) pendant 30 min. Les lamelles sont ensuite saturées
par du PBS-Triton X100 0,1% et 10% de SVF durant 30 minutes. Toutes les incubations se font a
37°C. Quatre lavages sont réalisés au DPBS entre chaque anticorps et avant le montage sur lame de
verre. Les anticorps sont incubés dans un tampon PBS Triton X100 0,1%, SVF 5% pendant 30-60
min. Dans ce travail divers anticorps secondaires de lapin, de chévre ou d’ane, anti IgG de souris,
anti-lapin ou anti-rat ont été utilisés. Ces anticorps sont couplés a I’Alexa Fluor 594, a I’Alexa Fluor
488 ou I'Alexa Fluor 633 nm (8 ug/ml, Invitrogen). Pour ces derniers, les incubations sont faites en
présence de bleu Evans et de DAPI durant 30-45 min. Les lamelles sont montées avec du mowiol puis

observées au microscope confocal LSM 170 (ZEISS).
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5. Tests phénotypiques in vitro

a. Réplication et développement intracellulaires des parasites mesurés par la formation

de plages de lyses

Tous les tests ont été effectués en triplicata avec les parasites mutants RHTaTi-iIKOSORT et le
parasite RHTaTi (contréle) avec ou sans Alc puis de la méme maniére pour les mutants

complémentés iKO+SORTFL, iKO+A1SORT ; iKO+A2SORT.

Les expériences de plage de lyse «ou « plague assays » ont été effectués dans des chambres
d’'incubation Labtek a 8 puits. Cent parasites purifiés sont utilisés pour infecter les fibroblastes
confluents dans un milieu de culture contenant ou dépourvu d’ATc (1ug/ml). Les plagues ou lamelles
contenant les HFF infectées sont incubés de maniére statique pendant 7 jours sans étre déplacés ou
observés. La formation des plages de lyse qui en découle est le résultat d’'infections se traduisant par
des successions d’invasions, lyses et réinvasion des cellules HFF. Les tapis cellulaires infectés sont
fixées avec du Méthanol froid (-20°C) pendant 5 min puis marquées au Crystal violet (Sigma). La
poudre de Crystal violet est reprise dans I'éthanol et est utilisée pour colorer les tapis cellulaires
infectés pendant 1 min afin d’observer les plages de lyses. Ces expériences de plages de lyses

indépendantes ont été réalisées 3 fois.

b. La mesure de la motilité parasitaire ou « Gliding »

Les parasites traités ou non avec I’ATc (1ug/ml) durant 48h sont libérés mécaniquement des cellules
par 6 passages successifs a travers des seringues de 17 et 27G. lIs sont ensuite filtrés et centrifugés
a 1000 rpm pendant 10 min a température ambiante. Les culots sont repris dans du milieu de culture
DMEM incomplet contenant 10 mM Hepes et 1 mM EGTA. Les parasites (5.106 tachyzoites) sont
déposés sur des lamelles de verre rondes (diamétre 1 cm) préalablement incubées une nuit avec du
SVF 50%( dans du PBS) et 10 min a 37°C dans une étuve a CO,. Les lamelles infectées sont ensuite
incubées 15-20 min a 37°C sous CO, puis fixées au PAF 4%. Ensuite, la motilité des parasites est

visualisée par des traces linéaires et circulaires (Fauquenoy et al., 2008 ; Fauquenoy et al.,2011)
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laissés sur les lamelles de verre et qui contiennent des antigénes majeurs de surface (SAGs) détectés

par IFA en utilisant, par exemple, I'anticorps monoclonal spécifique anti-SAG1 dilué au 1/50.

c. L’entrée des cellules hotes par les parasites ou Invasion

Aprés 48h de traitement ATc (1pg/ml), 250 000 parasites sont utilisés pour infecter les lamelles de
verre recouverte de cellules HFFs. Aprés 24h post-infection, les lamelles sont fixées avec du PAF 4%.
Les parasites intracellulaires sont visualisés et détectés par IFA en utilisant I'anticorps monoclonal
anti-SAG1 utilisé au 1/100 et par une coloration des noyaux cellulaires et parasitaires par du DAPI
dilué au 1/500. Ensuite, un comptage des parasites intracellulaires a été effectué sur 500 a 600
cellules infectées en triplicata et ces expériences ont été réalisées indépendamment en trois reprises.
Les images pour le comptage ont été prises en utilisant le procédé de prise d'image MozaiX du

microscope Zeiss.

d. Mesure de la sortie des parasites intracellulaires ou échappement (« Egress »)

Les parasites intracellulaires ont été cultivés dans cellules HFF sur des lamelles de verre pendant 40h
avec ou sans ATc. L'échappement est induit par I'utilisation de 4uM d’lonophore de calcium A23187
(Sigma) a 37°C (ajouté dans le milieu de culture sans rouge de phénol). Les vidéos ont été

enregistrées avec le microscope AxioObserver Z1 de Zeiss (Olguin-Lamas et al, 2011).

6. Etudes in vivo d’infection dans un modéle de toxoplasmose murin

Quatre groupes de souris Balb/C femelles de 6 a 8 semaines ont été injectées dans la cavité
péritonéale pour étudier les phénotypes des mutants qui ont été comparés avec les parasites
sauvages. Un premier groupe de souris a été infecté avec les mutants pour des doses allant de 5x10°
a 2x10° parasites iIKOSORT. Un second groupe de souris est infecté de la méme maniere mais I'eau
de boisson a été remplacée par un mélange eau, 5% sucrose, ATc 0,2 mg/ml pendant 10 a 15 jours,
ce qui permet la déplétion compléte de TgSORTLR dans les parasites mutants. Les deux autres
groupes de souris sont des contrbles ou la souche parasitaire utilisée est la lignée parentale
RHTaTiAKu80. Les deux groupes de souris sont injectés avec 5x10° & 2,5x10* parasites et sont mis

en présence ou non d’ATc. Ces expériences in vivo ont été répétées au moins trois fois.
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V. Biochimie

1. Electrophorése en gel d’acrylamide

Les gels de polyacrylamide sont préparés selon la méthode de Laemmli. Le gel inférieur (séparation)
contient 8 a 12% d’acrylamide (acrylamide/bisacrylamide, 29/1), du tampon Tris-HCI 375 mM pH 8,8,
du SDS 0,01% , du Persulfate dAmmonium (APS) 0,5% et du Temed 0,05%). Le gel supérieur
(concentration) est de 5% d’acrylamide (acrylamide/bisacrylamide, 29/1, Tris-HCI 125 mM pH 6,8,
SDS 0,01%, APS 0,75%, Temed 0,075%). Les protéines et les extraits parasitaires sont analysés en
SDS-PAGE dans du tampon de reprise [Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8 ; SDS 2% (p/v) ; saccharose 10%
(p/v) ; bleu de bromophenol 0,2% (p/v)]. Sous conditions réductrices, du DTT (DiThioThréitol) est
ajouté a 0,1M de concentration finale. Avant les dépbts dans le gel d’acrylamide, les échantillons sont
chauffés pendant 5 min a 100°C, puis centrifugés pendant 5 min a 13000g.
Les mini-gels d’acrylamide sont coulés entre une plaque d’alumine et une plaque de verre puis
introduit dans le systéme Mighty Small SE250 (Hoefer).

Des grands gels préparatifs d’acrylamide de concentrations 10-15 % sont coulés entre deux plaques
de verre pour les expériences de protéomique. Ces plaques de verre ainsi que le systéme de montage
sont préalablement lavés au SDS 5% sur la nuit puis rincés a I'eau milli Q et a I'alcool 70%. Les gels
préparatifs de protéomique et les solutions nécessaires a leur composition sont réalisés sous PSM de
maniére a limiter la présence de contaminants comme la kératine.

La migration des gels d’acrylamide se déroule dans un tampon contenant 25 mM de HCI a pH 8,3,

du SDS 0,1% et de 192 mM glycine.

2. Immuno-empreinte ou « Western-blot »

Les protéines du gel d’électrophorése sont transférées sur une membrane de nitrocellulose de
porosité 0,2 um (Hybond, Amersham Biosciences).

Le mini-gel est placé sur la membrane de nitrocellulose et inséré entre deux feuilles de papier
Whatmann. L'ensemble est au préalable imprégné du tampon de transfert (Tris-HCI 25 mM, glycine
190 mM, éthanol 20% , pH 8,3-8,5). Le transfert est réalisé dans le méme tampon a un voltage de 80

V pendant 1 h.
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Pour les grands gels d’acrylamide le transfert est exécuté dans des conditions semi-séches dans du
tampon Tris-HCI 25 mM, glycine 250 mM et éthanol 15%. Le gel est alors placé contre la membrane
de nitrocellulose entre six feuilles de papier Whatmann. Ce transfert est effectué a raison de 1,1
mA/cm? pendant 1 h.

La membrane est ensuite colorée au rouge Ponceau (rouge Ponceau 0,2%, acide trichloracétique
3%), puis saturée pendant 30 min par du TNT (Tris-HCI 15 mM pH 8, NaCl 140 mM, Tween-20 0,05%)
contenant 5% de lait écrémé (Regilait™). Les anticorps primaires monoclonaux ou polyclonaux sont
alors incubés sur la membrane dans le TNT-lait 5% pendant 1h a température ambiante. Aprés trois
lavages de 10 min au TNT, les anticorps secondaires anti-IgG de souris, de lapin (au 1/10000) ou de
rat (au 1/2000), couplés a la peroxydase (Sigma) sont ajoutés dans du TNT-lait et incubés pendant 1h.
Aprés trois lavages de 10 min, de 'ECL Plus (Enhanced ChemiLuminescence Plus Western Blotting
Detection System, Amerscham Biosciences) est déposé sur la membrane durant 5 min avant la

révélation.

3. Production de la protéine recombinante rSORT37.714

Nous avons transformé des bactéries BL21 avec le plasmide pGEX-rSORT37-714. Aprés, la
transformation, une pré-culture en LB complémenté de 100ug/ml d’ampicilline est réalisée sur la nuit a
37°C. Le lendemain, 10 ml de pré-culture sont utilisés pour ensemencer 1 litre de LB-ampiciline a
37°C jusqu’a DO=0,6. Ensuite, un ajout de 0,5 mM d'IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) est
effectué afin d’induire la synthése de la protéine recombinante sur la nuit a température ambiante.
Une fraction aliquote de bactéries non induites et induites est déposée dans un gel d’acrylamide 12%
qui est coloré ensuite au bleu de Coomassie afin de vérifier I'induction effective de la protéine
d’intérét. Le reste de la culture est centrifugé a 5000g pendant 15 minutes. Les culots sont congelés a
-20°C et aprés décongélation sur de la glace et suspension avec 5ml de PBS (NaCl 1,4M, KCI 27 mM,
Na2HPO4 101 mM, KH2PO4 18 mM , pH 7,3) contenant 1mg/ml de lysozyme, pendant une demie
heure, I'ensemble est soumis a plusieurs cycles de sonication (6 impulsions de 10 sec puis 5
impulsions de 15 sec et enfin 4 impulsions de 30 secondes). Un ajout d’une solution a 1% de Triton
X-100 est alors effectué puis I'ensemble est incubé pendant 30 minutes dans la glace. Aprés une
centrifugation de 30 minutes a 13000g a 4°C, une fraction aliquote du surnageant et du culot repris

par du SDS 2% est analysée par électrophorése en gel d’acrylamide.
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4. Purification de la protéine recombinante rSORT3;.714 par électro-élution

La protéine recombinante rSORT37.714 €st insoluble, et est donc retrouvée dans le culot bactérien qui
est alors repris par du tampon d’électrophorése ou de reprise : 62,5mM Tris-HCI pH 6,8, SDS 2%,
glycérol 10% , B-mercaptoéthanol 0,02% , bleu de bromophénol 0,0001%) puis chauffé a 100°C
pendant 5 minutes. Apres une centrifugation a 13000g pendant 5 minutes, le surnageant contenant la
sortiline recombinante est déposé dans un grand gel d’acrylamide SDS-PAGE de 10%. Ensuite, 5,14g
de CuClI2 repris dans 100ml d’eau milli Q sont utilisés pour coloré les protéines contenues dans le gel.
Aprés 5 minutes d’incubation, et plusieurs ringages a I'eau milli Q, la bande d’intérét (environ 100kD) a
été découpée. La décoloration du gel est réalisée sous agitation a I'aide d’un tampon Tris-HCI pH8,
0,25M EDTA. La sortiline recombinante est extrait du gel par éléctroélution dans un systéme Hoeffer a
3 Watt durant 3 heures. La purification de I'électroéluat a ensuite été vérifiée par SDS-PAGE. Le gel
est alors coloré dans une solution de bleu de Coomassie R250 (Merck) [bleu de Coomassie 0,08%,
acide acétique, isopropanol, eau (1/2,5/6,5 v/v)] puis décoloré par de l'acide acétique 10%, ce qui

permet de visualiser les bandes protéiques.

5. Production d’anticorps polyclonaux anti-TgSORTLR

100 ug de protéine recombinante rSORT37.714 purifiée (estimation de pureté par gel d’acrylamide et
dosage colorimétrique de Bradford) sont repris avec 100 pl d’adjuvant de Freund complet (Sigma)
puis injectés par voie intra-péritonéale aux souris BALB/C femelles de 6 a 8 semaines. Trois rappels
avec la méme quantité de protéine recombinante fois en présence d’adjuvant incomplet de Freund
(Sigma) a 3 semaines d’intervalles ont été réalisés. Aprés la derniére injection, les sérums sont testés

par immuno-empreinte et immunofluorescence indirecte.

6. Purification des IgG spécifiques anti-TgSORTLR

Les IgG spécifiques anti-TgSORTLR ont été purifiés sur une colonne de Sépharose 4B-CNBr sur
lesquelles sont fixées de maniére covalente les protéines rSORT37.714 recombinantes. Pour réaliser
cette colonne, 100 ug de protéines rSORT37.714 purifiées sont dialysées contre du tampon de couplage
bicarbonate (0,1M bicarbonate de sodium + 0,5M NaCl a pH8) puis incubées sur les billes de
Sépharose 4B-CNBr (GE Healthcare) durant 2 heures préalablement activées par TmM d’HCI pendant

15 minutes.
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Aprés 5 lavages des billes au PBS, les sérums anti-TgSORTLR (2 ml) sont ajoutés sur la colonne
dans un volume de 7 ml de PBS durant toute la nuit a 4°C. Cing lavages avec du PBS sont exécutés
et les IgG sont élués deux fois successivement avec une solution de 0,1 M glycine/HCI pH 2,5
pendant 15 minutes a température ambiante. Les deux éluats sont regroupés et neutralisés avec du
Tris 1M pH9 puis dialysés contre du PBS. 1mg/ml de BSA est rajouté a I'éluat avant la concentration

et la dialyse des IgG purifiés. Le mélange est concentré par un systeme « Amicon ultra » (Millipore).

7. Production des protéines recombinantes portant les différentes versions

tronquées de TgSORTLR

Toutes les protéines recombinantes rSORT37-789, rSORT202-789, rSORT446-789, rSORT736-789
fusionnées a la GST ont été produites chez E. coli BL21 et purifiées de maniére similaire a la protéine
rSORT37.714 -GST décrite ci-dessus. Aprés induction IPTG, les surnageants bactériens contenant les
protéines recombinantes sont ensuite incubés sur les billes glutathione-Sépharose-4B (Pharmacia)
sur la nuit a 4°C en présence d’inhibiteurs de protéases (Fermentas) et de PMSF a 1mM. Le
lendemain, les billes sont lavées au PBS (NaCl 140 mM ; KCI 2,7 mM ; Na2HPO4 10,1 mM ; KH2PO4
1,8 mM ; pH 7,3) trois fois 10 minutes, puis une fois en présence de 0,5 M de NaCl avant un dernier
lavage au PBS. Les protéines sont ensuite éluées par compétition avec du glutathion libre a 10mM a
température ambiante (5 élutions par un volume équivalent a deux fois celui de la colonne). Les

protéines sont alors concentrées et dialysées contre du PBS en Amicon ultra (Milipore).

8. Identification des partenaires de la sortiline par chromatographie d’affinité

a. Préparation de la colonne anti-TgSORTLR-Sépharose 4B

Une solution contenant 1,5 mL de sérum anti-TgSORTLR dans 7 mL de PBS est incubé avec un
mélange contenant 1 mL (en volume-sec) de billes de sépharose 4B-protéine A et 100 pL de protéines
G sur la nuit a 4°C. La colonne est lavée par du PBS puis éluée par 0,1M de glycine/HCL pH 2,5
contenant 0,5M NaCl pendant 20 minutes a température ambiante. L'éluat est neutralisé par du Tris-
HCI pH 9 1M, concentré, dialysé contre du PBS puis couplé de maniére covalente a un mélange

contenant 2 ml de billes de sépharose-4B-CNBr préalablement activées par I'HCI (1mM).
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b. « Cross-linking » des parasites et co-Immunoprécipitation des partenaires sur la

colonne anti-TgSORTLR

Une quantité importante de trois milliards de tachyzoites sont purifiés puis lavés par un tampon KRP
(12,5 mM Hepes, 120 mM NaCl, 6 mM KCI, 1,2mM MgSO4, 1mM CaCl2, 0,6 mM Na2HPO4, 0,4mM
NaH2PO4, 2,5 mM D-glucose, pH 7,4). Le culot de parasite est ensuite repris par un volume définit de
tampon KRP de maniére a obtenir 1.10° parasites par ml de tampon KRP. Le dithiobis-succinimidyl
propionate (DSP), c’est-a-dire I'agent pontant est ensuite ajouté a une concentration finale de 2 mM.
Les parasites sont incubés pendant 30 minutes a température ambiante avec le DSP. Ensuite, le
blocage de la réaction est réalisé en ajoutant le méme volume de tampon de « quenching » (Tris-HCI
50 mM, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl, inhibiteurs de protéases, PMSF 1mM) que de tampon KRP et en
incubant les parasites 15 minutes a 4°C. Aprés deux lavages avec le tampon de « quenching », les
parasites sont lysés dans le méme tampon contenant 1% de Triton X100 pendant 1 heure a 4°C.
Aprés une centrifugation a 13000g pendant 30 minutes, le surnageant est incubé sur la colonne anti-
TgSORTLR sur la nuit. La colonne est lavée plusieurs fois par le tampon de quenching avant I'élution
a 4°C pendant 20 minutes par un tampon glycine-HCI (0,1 M glycine-HCI pH 2,5) contenant 0,01% de
Triton X100. L’éluat est alors neutralisé par du Tris-HCI pH9 puis concentré. L'échantillon concentré

est repris par du tampon de reprise SDS-PAGE avec 0,1M de DTT.

c. Coloration du gel au nitrate d’argent

Dans un premier temps, un mini-gel d’acrylamide analytique a été réalisé. Le gel est fixé dans une
solution contenant 5% d’acide acétique, 30% d’éthanol, laissée sur la nuit. Ensuite nous avons mis le
gel dans du thiosulfate 0,02% puis incubé celui-ci dans le bain de coloration (0.1% nitrate d'argent,
0.04% formaldéhyde) pendant 30 minutes. Le gel est ensuite révélé par une solution de 0.04%
formaldéhyde, 2% sodium carbonate, 62,5yl de thiosulfate de Na 10% dans 500 ml final. La révélation
est arrétée par 500 mL d’une solution contenant 20g de Tris, 10 ml d’acide acétique. Afin d’identifier
les partenaires de TgSORTLR par spectrométrie de masse, un grand gel préparatif d’acrylamide a
10% a été réalisé puis coloré de la méme maniére. Les bandes protéiques colorées ont été
découpées puis incubées avec une solution de décoloration (50 mM sodium thiosulfate, 15 mM de

potassium ferricyanure) avant une analyse protéomique (nano-LC-MS/MS, a I'lPHC de Strasbourg).
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9. Purification des partenaires du domaine C-terminal de TgSORTLR par

chromatographie d’affinité

a. Préparation des colonnes portant la protéine recombinante « GST-Cter-SORT »

La protéine rSORTgps.952 OU « Cter-SORT » est produite comme décrit précédemment mais une fois
couplée via la GST aux billes de sépharose-4B-glutathion, la protéine n’est pas éluée. Une fraction de
la colonne est déposée dans un gel d’acrylamide afin d’apprécier la pureté et de normaliser la colonne
« Cter-SORT » par rapport a une colonne ou les billes sont couplées a la GST seule et qui sera
ensuite utilisée comme contréle négatif lors de la chromatographie d’affinité. Les chromatographies
d’affinité sont alors réalisées avec un volume de billes qui correspond a 200ug de protéines (« Cter-

SORT » ou GST) pour chaque colonne.

b. Extraction du cytoplasme des parasites

« L'extraction cytoplasmique » réalisée est en fait un extrait protéique enrichis en protéines
cytosoliques parasitaires et débarrassé de la majeure partie des protéines nucléaires. Le protocole
mis au point chez T. gondii permet de séparer les protéines nucléaires des autres protéines contenues
dans le cytosol ou dans d’autres organites que le noyau (Kibe et al., 2005). Apres la purification de 4
milliards de tachyzoites et centrifugation, le culot parasitaire est repris par 4 ml de Tampon contenant :
10 mM Hepes pH 7,9 ; 1,5 mM MgCI2 ; 10 mM KCI ; 0,5 mM DTT; 0,1 mM EDTA; 0,65% NP40 ; 0,5
mM PMSF a 4°C. Aprés 20 min d’incubation dans la glace, les échantillons sont centrifugés a 1500 g
pendant 10 min a 4°C et les noyaux des parasites sont présents dans le culot. Le surnageant contient

alors les protéines cytoplasmiques et des protéines transmembranaires (grace au détergent NP40)

c. Chromatographie d’affinité sur le domaine C-terminal de TgSORTLR

L’extrait cytoplasmique parasitaire est incubé sur les colonnes Cter-SORT-GST et GST seul (contrble
négatif) sur la nuit a 4°C, sous agitation rotative. Le lendemain, les billes sont lavées 5 fois avec du
tampon Tris 10mM, NaCl 150 mM, 1% Triton X-100 (tampon IP). Un dernier lavage rapide avec du Tris

62,5 mM pH 6,8 est réalisé avant I'élution des complexes protéiques par du Tampon de reprise
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contenant du DTT. Les échantillons ont ensuite été déposés dans un mini gel analytique puis dans un
gel préparatif de 12% d’acrylamide/bis. Les bandes ont été découpées « en regard » dans les pistes
« contréle » versus « Cter-SORT », puis soumis en spectrométrie de masse (nano-LC-MS/MS, a

I'lPHC de Strasbourg).

10. Chromatographie d’affinité sur colonne anti-HA

Un extrait cytoplasmique correspondant a 2 milliards de parasites de chaque souche (RHAKu80-
Vps9-HA, RHAKu80-Vps26-HA, RHAKu80-Vps35-HA, RHAKu80-Sec23HA, RHAKu80-u1adaptine-
HA, RHAKu80-HP20-HA) est incubé avec 75 pl de billes d’agarose-anti-HA (Pierce Anti-HA Agarose)
sous agitation rotative, sur la nuit a 4°C. Le lendemain, les billes sont lavées 5 fois pendant 10
minutes avec du tampon IP et une derniére fois rapidement avec du Tris 62,5 mM pH 6,8. Les billes
sont ensuite éluées par 150ul de tampon de reprise SDS-DTT. Deux pl de I'éluat sont déposés dans

un gel d’acrylamide 10% pour les immuno-empreintes.

11. Tests d’interactions entre le domaine N-terminal de TgSORTLR et les protéines de

rhoptries et de micronémes

a. Préparation des colonnes portant les protéines recombinantes TgSORTLR tronquées

3 a 6 pg des différentes protéines recombinantes (dosage bradford) correspondant aux versions
tronquées du domaine N-terminal de TgSORTLR (rSORT37-789, rSORT202-789, rSORT446-789,
rSORT736-789, rGST comme contrdle) sont couplées a 30-40 ul de billes de Sépharose-4B sur la nuit
a 4°C en présence d’inhibiteurs de protéases. Aprés 5 lavages au tampon IP, les colonnes sont prétes

a l'usage.

b. Synthése in vitro des protéines et test d’interactions in vitro

Les protéines Mic5 et Rop1 ont été synthétisées in vitro a I'aide du kit de Promega « TNT SP6 Wheat
germ expression system ». Outre la partie spécifique du géne, I'oligo-nucléotide sens contient une
séquence pour la reconnaissance de 'ARN polymerase SP6 ainsi que la séquence de KOZAK pour

permettre la traduction correcte de 'ARN (Tableau 2). L'oligonucléotide antisens contient toujours en
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plus de la séquence spécifique du gene, une étiquette HA afin de visualiser la protéine produite
(Tableau 2). La PCR est réalisée a l'aide de ces olinucléotides sur de '’ADNc avec I'enzyme
polymerase DreamTaq (fermentas) (volume final 50ul: ADNc 150 ng; dNTP 0,2mM; Tampon
DreamTaq incolore ; oligo-nucléotides 1uM ; enzyme 0,5ul). Les conditions de la PCR sont les
conditions classiques liées a cette enzyme (voir dans la partie Il) avec une température d’hybridation
de 60°C et une élongation de 2 minutes pendant 35 cycles.

Les PCR sont contrélées pour leur efficacité et leur pureté dans un gel d’agarose 1% puis 8ul de la
PCR sont ajoutés a 30 pl du kit de synthese protéique (gqsp 50ul). La synthese se déroule alors
pendant 2 heures a 25 °C. 1/10 du volume de réaction est déposé en gel d’acrylamide 11% puis
révélé par immuno-empreinte (anti-HA de lapin).

Les colonnes rSORT37.789, F'SORT202.789, FSORT 446.789, FSORT 736780 €t rGST (contrdle) sont alors
incubées dans 1mL de tampon Tris HCI 10mM ; NaCl 150 mM ; Triton X-100 1% avec 20 pl du
mélange de réaction (protéines synthétisées) pendant toute la nuit a 4°C. Aprés 5 lavages avec ce
tampon, les billes sont éluées par 50ul du tampon de reprise SDS en présence de 0,1M DTT. 12,5 ul
de I'éluat est déposé en gel d’acrylamide 10% et analysé par immuno-empreinte (anti-HA de lapin,

invitrogene).

c. Chromatographie d’affinité avec des extraits protéiques des mutants déficients pour

TgSORTLR.

Les parasites mutants « iKO-SORT » sont traités avec 1ug/ml d’ATc durant 48h puis purifiés. Le culot
parasitaire est repris par un tampon Tris HCI 10mM ; NaCl 150 mM ; Triton X-100 1% puis incubé 1h a
4°C sous agitation rotative (en présence de PMSF a 1mM et d’inhibiteurs de protéases, fermentas).
Les échantillons sont alors centrifugés 30 min a 14000 rpm et les extraits protéiques contenus dans le
surnageant sont alors utilisés sur les différentes colonnes rSORT37-789, rSORT202-789, rSORT446-
789, rSORT736-789 et rGST, (cette derniére colonne étant le contrble négatif). Aprés une nuit
d’'incubation a 4°C, les colonnes sont lavées 5 fois par le tampon IP puis une fois par du Tris 62,5mM

pH 6,5. L’élution est réalisée avec 50ul de tampon de reprise contenant du DTT 0,1M.
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d. Chromatographie sur des extraits de protéines dissociées issus de parasites sauvages

Une quantité de 1 milliard de tachyzoites purifiés est lysée directement par 200ul de PBS contenant
1% SDS. Les complexes protéiques sont ainsi dissociés pendant 5 minutes. Ensuite 10 ml de tampon
IP contenant 1% de Triton X-100 sont ajoutés afin de neutraliser le SDS. Le mélange est directement
incubé sur les différentes colonnes rSORT37-789, rSORT202-789, rSORT446-789, rSORT736-789 et
rGST en présence d’inhibiteurs de protéases et de PMSF (1mM) a 4°C sur la nuit. Aprés 5 lavages
avec le tampon IP et un dernier lavage par du Tris 62,5mM pH 6,5, les billes sont éluées par le

tampon de reprise contenant du 0,1 M DTT.
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