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Résumé 

La O-GlcNAcylation est une modification post-traductionnelle dynamique, dépendante de 

la disponibilité en nutriments. Elle consiste en l'addition de N-acétylglucosamine (GlcNAc) 

sur des résidus de sérine et de thréonine de protéines cytoplasmiques, nucléaires et 

mitochondriales. Les processus de O-GlcNAcylation sont catalysés par deux enzymes, la O-

β-N-acétyl-D-glucosaminyltransférase, ou O-GlcNAc transférase (OGT), qui ajoute le sucre 

provenant du donneur de haute énergie UDP-GlcNAc, et de la β-N-acétyl-D-

glucosaminidase, ou O-GlcNAcase (OGA), qui l'hydrolyse. Chez les mammifères, trois 

isoformes de l'OGT ont été décrites : une forme nucléocytoplasmique (ncOGT), une forme 

courte (sOGT) et une forme mitochondriale (mOGT). Notre équipe a rapporté l’eǆisteŶĐe 

de la O-GlcNAcylation chez Toxoplasma gondii, un parasite apicomplexe responsable d'un 

taux d'infection élevé chez les patients immunodéprimés, ainsi que l’aĐtiǀitĠ d’uŶe OGT 

mais dont on connaît relativement peu de choses. D'autre part, il avait été observé que les 

plantes exprimaient deux OGT distinctes, SPINDLY (SPY) et SECRET AGENT (SEC), capables 

d'interférer avec divers processus fondamentaux chez les végétaux, notamment le 

développement, le rythme circadien, le transport intracellulaire et la réponse aux 

hormones. Récemment, il est apparu que SPY était une O-Fucosyltransférase, perdant 

ainsi son statut d’OGT. In fine, peu de choses avaient été décrites concernant la O-

GlcNAcylation et l’OGT chez ces organismes: le but de ma thèse a ainsi consisté à 

approfondir nos connaissances en ce domaine en nous focalisant sur les parasites, T. 

gondii et P. falciparum, la plante supérieure A. thaliana et l'algue verte unicellulaire 

Chlamydomonas reinhardtii. En utilisant différentes approches biochimiques et 

protéomiques nous avons identifié tout un panel de protéines O-GlcNAcylées chez T. 

gondii et P. falciparum, ébauchant pour la toute première fois le O-GlcNAcome de ces 

parasites. La majorité des protéines identifiées comme O-GlcNAcylées chez ces 

apicomplexes avaient été décrites au préalable chez des eucaryotes supérieurs ; elles 

participent à l'organisation de la charpente cellulaire, à la réponse au stress, à la synthèse 

des protéines et au métabolisme. De manière plus originale, nos analyses ont révélé que 



 

 
 

les protéines rhoptries, protéines nécessaires à l'invasion, sont glycosylées. Ensemble, ces 

données montrent qu’eŶ dehors des protéines strictement spécifiques aux organismes, les 

protéines O-GlcNAcylées sont assez similaires chez les organismes vivants, révélant une 

certaine universalité du O-GlcNAcome. En ce qui concerne les modèles végétaux, nous 

avons identifié une OGT potentielle chez C. reinhardtii mais avons été surpris de constater 

que les niveaux de O-GlcNAcylation chez cet organisme ainsi que chez la plante A. thaliana 

étaient très faibles. Les phénotypes des mutants OGT de C. reinhardtii et A. thaliana ont 

été analysés et il en est ressorti assez peu de différence en comparaison aux souches 

sauvages. Nous avons ensuite tenté de forcer la voie de biosynthèse des hexosamines 

fournissant l'UDP-GlcNAc en cultivant A. thaliana dans des milieux de culture enrichis en 

glucosamine et en glutamine. Malgré cela il est apparu que les niveaux de O-GlcNAcylation 

restaient très faibles. Enfin, l’eǆpƌessioŶ de SPY et SEC dans des cellules de mammifères en 

culture semble confirmer le fait que la première ne soit pas une OGT, et renforce l’idĠe 

que la seconde soit également dépourvue d’aĐtiǀitĠ GlcNAc transférase. Ces derniers 

résultats remettent en question l’eǆisteŶĐe d’uŶe O-GlcNAcylation chez les organismes 

végétaux et questionnent sur l’appaƌition et la diversification des OGTs au cours de 

l’ĠǀolutioŶ des espèces. 

 



 

 
 

Abstract 

O-GlcNAcylation is a dynamic post-translational modification, dependent upon nutrients 

availability. O-GlcNAcylation consists in the addition of a N-acetylglucosamine (GlcNAc) 

group on serine and threonine residues of proteins confined within the cytoplasm, the 

nucleus and the mitochondrion. O-GlcNAcylation processes are managed by two enzymes, 

the O-β-N-acetyl-D-glucosaminyltransferase, or O-GlcNAc transferase (OGT) that adds the 

sugar providing from the high-energy donor UDP-GlcNAc, and the β-N-acetyl-D-

glucosaminidase, or O-GlcNAcase (OGA) that hydrolyzes it. In mammals, three isoforms of 

OGT have been described: a nucleocytoplasmic form (ncOGT), a short form (sOGT) and a 

mitochondrial form (mOGT). Our team reported the occurrence of O-GlcNAcylation in 

Toxoplasma gondii, an apicomplexan parasite responsible for elevated complications in 

immunocompromised patients, and the catalytic activity of OGT about which few things 

are known. In the other hand, plants express two distinct OGT, SPINDLY (SPY) and SECRET 

AGENT (SEC), capable to interfere with a variety of fundamental processes in vegetables, 

including development, circadian rhythm, intracellular transport and response to 

hormones. Recently, it was revealed that SPY is in fact an O-Fucosyltransférase, losing its 

OGT status. In fine, relatively few things have been described regarding O-GlcNAcylation 

and OGT in these organisms: therefore, the aim of my thesis was to go further into our 

knowledges in this field by focusing on the parasites T. gondii and P. falciparum, the 

higher plant model Arabidopsis thaliana and the unicellular algae Chlamydomonas 

reinhardtii. By using a panel of biochemical and proteomics approaches we identified a set 

of O-GlcNAcylated proteins in T. gondii and P. falciparum, outlining for the very first time 

the O-GlcNAcome of these parasites. The major part of these apicomplexan paƌasites’ O-

GlcNAcylated proteins were previously described in higher eukaryotes; they participate in 

the organization of cell shape, the response to stress, protein synthesis and metabolism. 

More original was the identification of rhoptries, proteins necessary for cell invasion. 

Together these data show that in margin to proteins strictly specific to organisms, O-

GlcNAcylated proteins are rather similar amongst living beings, unveiling the universality 



 

 
 

of the O-GlcNAcome. Concerning the plant models, we identified a putative OGT in C. 

reinhardtii but we were surprised to note that O-GlcNAcylation levels in this organism as 

for the plant A. thaliana were very low. The phenotypes of the C. reinhardtii and A. 

thaliana OGT mutants were analyzed but few differences were observed when compared 

to wild types. Then we tried to force the hexosamine biosynthetic pathway providing UDP-

GlcNAc by culturing A. thaliana in glucosamine and glutamine enriched-media. 

Nevertheless, O-GlcNAcylation levels remained very low. Lastly, expression of SPY and SEC 

in mammal cultured cells seems to confirm that the former is not an OGT, and reinforces 

that the latter is also devoid of GlcNAc transferase activity. These last results question 

again the occurrence of O-GlcNAcylation in plants and about the apparition and the 

diversification of OGTs along species evolution. 

 



 

 
 

Abréviations 
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AG: agamous 

AGI: Arabidopsis genome initiative 
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HAT: histone acétyltransferase 
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1. Généralités 

1.1  La O--N-Acétylglucosaminylation 

Les protéines sont d’iŵpoƌtaŶts effecteurs de l’eŶseŵďle des fonctions physiologiques 

cellulaires, leur rôle aussi bien dans l'environnement extracellulaire Ƌu’intracellulaire est 

fondamental. La fonction même de ces protéines est finement régulée à plusieurs niveaux 

comprenant leur synthèse, leur dégradation, leur localisation intracellulaire, leurs 

interactions et leurs modifications co- et post-traductionnelles. Dans la longue liste de 

modifications post-traductionnelles on retrouve les glycosylations parmi lesquelles figure 

la O-GlcNAcylation. 

1.1.1 La O-GlcNAcylation, une modification post-

traductionnelle dynamique 

C’est en étudiant la distribution des résidus de N-Acétylglucosamine à la surface des 

lymphocytes en 1984, que Gerald Warren Hart et Carmen Torres de l’UŶiǀeƌsitĠ Johns 

Hopkins à Baltimore ont mis en évidence pour la toute première fois une nouvelle forme 

de glycosylation, la O--N-Acétylglucosaminylation ou plus communément appelée O-

GlcNAcylation (Torres & Hart 1984).  

A la différence des glycosylations complexes, cette modification consiste en le transfert de 

N-Acétylglucosamine sur des résidus de sérine ou de thréonine des protéines 

cytoplasmiques, nucléaires et mitochondriales (Lefebvre & Issad 2015). La O-

GlcNAcylation est dynamique et peut entrer en compétition avec la phosphorylation sur 

les mêmes résidus ou sur des résidus adjacents de l’aǆe polypeptidique (Wang et al., 

2008) (Figure 1). Néanmoins, comme nous le verrons plus loin, alors que la 

phosphorylation est régulée par une myriade de kinases et de phosphatases, la O-

GlcNAcylation Ŷ’est contrôlée que par un couple unique d’eŶzǇŵes (Fig. 1). 
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cellulaire et sa progression (Tan et al., 2017), elle intervient également dans la 

signalisation cellulaire (Cork et al., 2018). Ainsi, l’iŶhiďitioŶ pharmacologique de l’OGT 

bloque la synthèse de la Cycline D1 par un processus pour le moment mal compris, et 

retarde l’aĐtiǀatioŶ des voies des PI3K/Akt et MAPK (Olivier-van Stichelen et al., 2012).  

La O-GlcNAcylation régule l’eǆpƌessioŶ génique (Brimble et al., 2010). En ce sens, bon 

nombre de facteurs de transcription sont O-GlcNAcylés, cette modification se répercutant 

directement sur l'activation et la répression transcriptionnelle (Lewis, 2013). NF-κB 

(nuclear factor kappa B) en est un exemple précis: la O-GlcNAcylation favorise sa 

translocation nucléaire, sa liaison à l'ADN ainsi que son activité transcriptionnelle (Kim et 

al. 2015). En revanche, le récepteur des glucocorticoïdes (GR) peut se lier directement à 

NF-KB, recruter l’OGT qui réprime l'activité de NF-KB (Li et al., 2012). L'ARN polymérase II 

(Pol II) est elle-même modifiée par O-GlcNAcylation (Lewis, Burlingame and Myers, 2016). 

La O-GlcNAcylation de Pol II sur son domaine carboxy-terminal (CTD) est important pour 

l'assemblage de complexes de pré-initiation aux sites de transcription, tandis que la dé-O-

GlcNAcylation du CTD de Pol II promeut sa phosphorylation au cours de l'initiation et de 

l'élongation transcriptionnelle (Lewis et al., 2016). 

La O-GlcNAcylation est impliquée dans la régulation de la signalisation de l'insuline. La 

liaison de l'insuline sur son récepteur induit une autophosphorylation et une 

phosphorylation subséquente de résidus tyrosine de l’IR“ (insulin receptor substrate). IRS 

phosphorylé active la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), qui catalyse la production de 

phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3). En réponse à une stimulation prolongée 

de l'insuline, l'OGT se déplace du noyau vers le cytoplasme et se localise sur la membrane 

plasmique en se liant à PIP3, ce qui conduit à la régulation de la voie de l’iŶsuliŶe (Yang et 

al., 2008). En effet, l’OGT modifierait certains composants de la voie de l’iŶsuliŶe tels que 

IRS1, PI3K, PDK1 et AKT, bloquant leur phosphorylation et/ou leurs interactions, les 

inactiverait, et faciliterait ainsi la terminaison de la transduction du signal de l'insuline. 

Mon équipe a montré Ƌu’eŶ réponse à l’iŶsuliŶe, l’OGT était plus précisément adressée 

aux microdomaines lipidiques (Perez-Cervera et al., 2013).  
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Au-delà de la réponse à l’iŶsuliŶe, tout laisse à penser que d’autƌes hormones régulatrices 

du métabolisme (glucagon ou ghréline par exemple) modulent également la signalisation 

par O-GlcNAcylation dans divers types de cellules et tissus (Yang & Qian 2017). 

1.1.3  Les enzymes régulatrices de la O-GlcNAcylation 

A différence de la phosphorylation, la O-GlcNAcylation est contrôlée par un couple unique 

d’enzymes, la O--N-Acétylglucosaminyltransférase, O-GlcNAc transférase (OGT), qui 

ajoute le résidu de N-acétylglucosamine à partir du substrat uridine-diphospho-N-

Acétylglucosamine ou UDP-GlcNAc, produit final de la voie de biosynthèse des 

hexosamines (HBP), et la O--N-Acétylglucosaminidase, O-GlcNAcase (OGA), qui hydrolyse 

les résidus de GlcNAc des protéines cibles (Zachara et al., 2017). 

1.1.3.1 L’OGT 

L’OGT a été purifiée pour la toute première fois à partir d’eǆtƌaits de protéines 

cytosoliques de foie de rat en tant qu’hĠtĠƌotƌiŵğƌe composé de deux sous-unités de 110 

kDa (p110) et d'une sous-unité de 78 kDa (p78) (Haltiwanger et al., 1992). Par la suite, le 

clonage et la caractérisation du gène codant la sous-unité p110 ont été effectués (Kreppel 

et al., 1997); il est alors apparu que l’OGT était hautement conservée au cours de 

l'évolution (Figure 3). 
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L’OGT est une glycosyltransférase qui fait partie de la famille GT41, en accord avec la 

classification de la base de données CAZy  (Carbohydrate-Active EnZymes database) (EC 

2.4.1.255) (Wrabl & Grishin 2001). L’OGT est une enzyme de type Leloir (Caputto et al., 

1950) qui caractérise les enzymes utilisant les nucléotides comme substrat: Đ’est le cas des 

glycosyltransférases nécessitant des nucléotides sucres pour les processus de 

glycosylation. 

L’OGT adopte un repliement de type GT-B (Clarke et al., 2008), une structure caractérisée 

par deux motifs de type Rossmann (alternance  dans laquelle la région de liaison de 

l’UDP-GlcNAc se localise entre les deux motifs. Par ailleurs, l’OGT partage une homologie 

avec la famille glycogène phosphorylase/glycosyltransférase (Wrabl & Grishin 2001). Il a 

également été démontré que l’OGT est codée par un gène unique localisé sur le 

chromosome X au locus Xq13.1, à proximité du site d’iŶaĐtiǀatioŶ du chromosome X (Shafi 

et al., 2000; Hanover et al., 2003; Merchant et al., 2010; Olivier-van Stichelen, Abramowitz 

and Hanover, 2014). 

Comme nous allons le voir ci-dessous, l’OGT se subdivise en deux régions: une région N-

terminale formée à partir d'une série de répétitions tétratricopeptidiques (TPRs), et une 

région C-terminale portant le domaine catalytique de la glycosyltransférase (Fig. 4). 
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La région C-terminale des trois isoformes de l’OGT porte l’aĐtiǀitĠ glycosyltransférase 

(Janetzko & Walker 2014; Vocadlo, 2012). Cette région C-terminale contient les deux 

domaines catalytiques: le domaine catalytique I (CDI ou N-cat) et le domaine catalytique II 

(CDII ou C-cat). Ces deux domaines sont séparés par le domaine d’iŶteƌǀeŶtioŶ Int-D dont 

la fonction reste à démontrer (Roos & Hanover 2000; Wrabl & Grishin 2001) (Fig. 4). Le 

processus catalytique de l’OGT suit un mécanisme de type bi-bi ordonné. 

Bien que l’OGT se localise principalement au cytosol et au noyau, en réponse à l’iŶsuliŶe, 

cette enzyme est adressée à la membrane plasmique où elle interagit avec  le PIP3 via le 

domaine PPO (Yang et al., 2008) (Fig. 4). Comme précédemment mentionné, en réponse à 

la stimulation hormonale, l’OGT réside au sein des microdomaines lipidiques (Perez-

Cervera et al., 2013). Il est proposé que l’iŶteƌaĐtioŶ entre l’OGT et les microdomaines 

lipidiques soit sous le contrôle de la voie de signalisation PI3K/KT et Ƌu’eŶ retour cette 

même interaction régule la voie mitogénique. 

L’OGT mitochondriale, mOGT, possède une séquence MTS (Mitochondrial target 

sequence) de localisation mitochondriale. La mOGT Ŷ’est exprimée que chez certaines 

primates et, contre toute attente, ne semble pas nécessaire à la O-GlcNAcylation des 

protéines mitochondriales (Trapannone et al., 2016). 

Une forme courte, la sOGT, est également exprimée dans le cytosol et le noyau (Lazarus et 

al., 2009).  

1.1.3.1.2  L’OGT au travers de divers organismes biologiques 

L’OGT est une enzyme quasi universelle puisƋu’oŶ la retrouve aussi bien chez les animaux 

et les plantes que les protistes et certaines bactéries (Aquino-Gil et al., 2017) (Fig. 2). 

Néanmoins il semblerait que son caractère fondamental ne soit pas inscrit au même 

niveau dans toutes les espèces: chez l’aŶiŵal elle est nécessaire très tôt au cours de 

l’eŵďƌǇogeŶğse et est indispensable à la viabilité des cellules ES (Shafi et al., 2000) tout 

comme chez la plante Arabidopsis thaliana où le double mutant sec/spy (deux formes 

préalablement décrites d’OGT, SPY pour SPINDLY et SEC pour SECRET AGENT, SPY ayant 

depuis été redéfinie comme une O-Fucosyltransférase comme nous le verrons un peu plus 
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loin), montre un phénotype létal à l’Ġtat embryonnaire alors que le mutant simple sec ne 

semble pas avoir de phénotype particulier (Hartweck et al., 2002). La perte de son activité 

Ŷ’a pas d’effet délétère chez Caenorhabditis elegans (mutant ogt-1 null), le nématode 

montrant un phénotype normal et restant fertile (Wang et al., 2012).  

Fait remarquable et pour le moins surprenant avec le recul pris sur l’eŶseŵďle de ces 

observations, en 1984, Đ’est-à-dire la même année que la découverte de la O-

GlcNAcylation (Torres and Hart, 1984), Ingham décrivait le gène homéotique sxc (super 

sex combs) essentiel à l’eŵďƌǇogeŶğse et au développement cellulaire chez Drosophila 

melanogaster  (Ingham, 1984). sxc fait partie du groupe de gènes répresseurs Polycomb 

(PcG) et code une OGT (Gambetta et al., 2009). Dans ce groupe on retrouve la protéine 

Polyhomeotic polycomb comme O-GlcNAcylée. Ainsi, il a été montré que l’OGT est 

impliquée dans la répression transcriptionnelle via PcG chez Drosophila melanogaster. 

Listeria monocytogenes est la première bactérie pour laquelle une protéine O-GlcNAcylée 

a été identifiée (Schirm et al., 2004). Il s’agit de flagelline globulaire, un des principaux 

éléments du flagelle, indispensable pour la colonisation et la virulence bactérienne. Un 

peu plus tard, une glycosyltransférase capable de O-GlcNAcyler la flagelline a été 

identifiée (Shen et al., 2006). Cette enzyme nommée GmaR est en complexe avec le 

répresseur MogR et est impliquée dans l’aŶti-répression de la transcription de gènes de la 

motilité flagellaire. GmaR est par conséquent un élément bifonctionnel permettant 

l’eǆpƌessioŶ de ses gènes cibles et leur O-GlcNAcylation subséquente (Shen et al., 2006). 

Une seconde OGT procaryote a été identifiée chez l’euďaĐtĠƌie thermophile 

Thermobaculum terrenum ; il s’agit de TtOGT (Ostrowski et al., 2015). En revanche, et 

contrairement à GmaR, aucune activité enzymatique glycosyltransférase in vitro Ŷ’a été 

prouvée pour TtOGT alors Ƌu’uŶe activité bactériostatique a été observée après utilisation 

de l’AĐ4-5SGlcNAc (Gloster et al., 2011), inhibiteur de l’OGT (pas chez Bacillus subtilis de 

manière surprenante). Une activité OGA chez cette même bactérie est néanmoins 

mesurable (Ostrowski et al., 2015). Ainsi, et malgré l’aďseŶĐe d’aĐtiǀitĠ OGT notable chez 

T. terrenum, il semblerait que le cycle de la O-GlcNAcylation existe chez les bactéries, T. 
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terrenum pouvant servir de modèle minimal ou réductionniste pour l’Ġtude de cette 

modification. 

La caractérisation moléculaire des OGTs chez les protistes a été abordée par Banerjee et 

collaborateurs en prédisant les gènes putatifs ogt chez Giardia lamblia, Cryptosporidium 

parvum, Toxoplasma gondii et Dictyostelium discoideum (Banerjee et al., 2009). Ces gènes 

portent tous des domaines TPRs et un domaine catalytique proche de SPY. Un peu plus 

tard, mon équipe d’aĐĐueil a démontré la présence de la O-GlcNAcylation chez 

Toxoplasma gondii et Plasmodium falciparum (Perez-Cervera et al., 2011). Ces 

observations sont en partie en accord avec celles de Banerjee et collaborateurs (Banerjee 

et al., 2009), bien que l’eǆpƌessioŶ de l’OGT chez Plasmodium falciparum Ŷ’ait pas été 

élucidée. De plus, l’OGT de T. gondii reste une énigme puisque la séquence SPY partageant 

le plus d’hoŵologie avec la glycosyltransférase de l’apiĐoŵpleǆe a été reconsidérée: SPY 

code une O-Fucosyltransférase et non pas une OGT (Zentella et al., 2017). La séquence 

codant l’OGT chez T. gondii reste par conséquent à définir. 

Chez les virus il existe tout un ensemble de protéines O-GlcNAcylées comme démontré 

pour la première fois pour la fibre d’adĠŶoǀiƌus de sérotype-2 (Caillet-Boudin et al., 1989). 

Parmi les  85 protéines codées par le virus de l’heƌpğs associé au sarcome de Kaposi 

(KSHV), 18 ont été démontrées comme O-GlcNAcylées (Jochmann et al., 2013). 

Récemment, une étude a porté sur l’oŶĐopƌotĠiŶe virale Tax jouant un rôle clé dans la 

réplication du rétrovirus lymphotrope humain de type 1 (HTLV-1) (Groussaud et al., 2017). 

Tax promeut le recrutement de CREB (cAMP Response Element Binding Protein) au niveau 

d’ĠlĠŵeŶts de réponse à l’AMP cyclique favorisant sa propre expression. Dans des cellules 

transformées par HTLV-1, une plus forte expression de l’OGA est observée, tant au niveau 

des transcrits que des protéines, avec une activité moindre de l’eŶzǇŵe et sans noter de 

différence pour l’OGT. D’uŶ point de vue moléculaire, les auteurs ont démontré que Tax, 

l’OGA et l’OGT étaient des partenaires d’iŶteƌaĐtioŶ bloquant l’aĐtiǀitĠ catalytique de 

l’OGT interagissant avec l’OGA. L’iŶhiďitioŶ de l’OGA favorise la O-GlcNAcylation de CREB 

ainsi que son recrutement au LTR (Long Terminal Repeat sequence), tout comme l’OGA et 
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l’OGT. Cette étude met en lumière un nouveau dialogue moléculaire entre le complexe 

d’asseŵďlage de la protéine Tax et les processus de O-GlcNAcylation. 

Bien évidemment les virus Ŷ’eǆpƌiŵaŶt pas leur propre OGT, les protéines virales sont 

modifiées par une glycosyltransférase de la cellule hôte. Ceci a pu être démontré par 

exemple pour la protéine de capside du Plum pox virus portant des résidus de O-GlcNAc 

dans le domaine N-terminal (Fernandez-Fernandez et al. 2002): Đ’est SEC, l’OGT végétale, 

qui est responsable de cette modification (Chen et al. 2005). 

1.1.3.1.3 Les inhibiteurs de l’OGT 

Comme pour toutes les enzymes, et plus largement les protéines à activité biologique, 

l’utilisatioŶ d’iŶhiďiteuƌs puissants et spécifiques de l’OGT sont d’uŶ intérêt précieux pour 

mieux comprendre le rôle de la O-GlcNAcylation dans les différents systèmes biologiques 

(Gross et al., 2005; Gloster & Vocadlo, 2010). 

Plusieurs inhibiteurs ont ainsi été décrits pour l’OGT. Tout d’aďoƌd, l’ageŶt diabétogène 

alloxane, premier inhibiteur décrit, est un analogue de l’uƌaĐile (Konrad et al., 2002) 

(Fig.5). L’alloǆaŶe a été utilisé tout d’aďoƌd dans les cellules bêta pancréatiques qui se 

caractérisent par une expression importante d’OGT. Il est suggéré que l’alloǆaŶe entre en 

compétition directe avec l’UDP-GlcNAc au niveau du domaine de liaison de l’OGT. En 

revanche, sa faible spécificité et sa haute cytotoxicité Ŷ’oŶt permis Ƌu’uŶe utilisation 

ultérieure limitée (Dehennaut et al., 2007). 

Afin de combler ce manque, l’ĠƋuipe de Suzanne Walker de l’UŶiǀeƌsitĠ de Harvard, a 

développé un système d’ideŶtifiĐatioŶ de molécules potentiellement inhibitrices de l’OGT 

basé sur le déplacement d’aŶalogues structuraux fluorescents (polarisation de 

fluorescence) (Gross et al., 2005). L’appliĐatioŶ de cette technique à une OGT produite 

chez E. coli a permis d’ideŶtifieƌ une centaine de structures à activité inhibitrice parmi une 

chimiothèque de plus de 64.000 composés. Des études plus précises ont permis d’eŶ 

retenir 19, l’uŶ d’eŶtƌe eux, un dérivé de la benzoxazolinone, ayant été utilisé avec succès 

en ovocyte de xénope (Dehennaut et al., 2007). 
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Plus tard, un analogue synthétique de la N-acétylglucosamine, le 5SGlcNAc et son dérivé 

perméable aux cellules l’AĐ4-5SGlcNAc ont montré une certaine efficacité du fait de la 

diminution importante des niveaux de O-GlcNAc des cellules traitées (Gloster et al., 2011) 

(Fig. 5). Des expériences in vitro ont révélé que ces composants généraient l’UDP-

5SGlcNAc au travers de la voie de sauvetage de l’UDP-GlcNAc (Gloster et al., 2011).  

L’UDP-5SGlcNAc est, d’uŶ facteur quatorze, plus mauvais substrat pour l’OGT que l’UDP-

GlcNAc. De manière tout à fait intéressante, des analyses sur des dérivés pMP (para-

méthoxyphényl) ont indiqué que le 5SGlcNAc transféré à la protéine cible serait hydrolysé 

plus rapidement Ƌu’uŶ résidu GlcNAc classique. 

OSMI-1 (;αRͿ-α-[[(1,2-Dihydro-2-oxo-6-quinolinyl)sulfonyl]amino]-N-(2-furanylméthyl)-2-

méthoxy-N-(2-thiénylméthyl)-benzène-acétamide) a été décrit comme une petite 

molécule perméable aux cellules et inhibiteur de l’OGT (Ortiz-Meoz et al., 2015) (Fig. 5). 

D’apƌğs les auteurs, OSMI-1 Ŷ’affeĐte pas les glycosylations complexes contrairement à 

l’AĐ4-5SGlcNAc qui, entre les mains des auteurs, semblait affecter les O-Glycanes de type 

mucine et autres glycanes de la surface cellulaire.   

Dans le même but, les inhibiteurs d’OGT bi-substrats de type goblins miment le peptide 

accepteur (VTPVSTA) couplé à l’UDP pour lequel la partie GlcNAc-pyranoside a été 

éliminée (Borodkin et al., 2014) (Fig. 5). Malheureusement, le manque de perméabilité 

aux cellules des goblins-1 et -2 limite leur utilisation dans les différents modèles 

biologiques. 

Plus récemment, un dérivé d'amentoflavone, le L01, tout d’aďoƌd décrit comme le 

principal composé anti-inflammatoire (Selvam & Jachak 2004) extrait de la graine de 

Semecarpus anacardium, anacardier donnant la noix de cajou, a été reconnu comme le 

premier inhibiteur naturel d’OGT à partir d’uŶ criblage virtuel sur 61.000 molécules (Y. Liu 

et al., 2017) (Fig. 5). Son efficacité inhibitrice a ensuite été évaluée sur cellules COS7 et 

HeLa, et sur des embryons de poisson zèbre ce qui a permis de montrer sa faible toxicité, 

faisant du L01 une molécule tout à fait prometteuse en termes d’Ġtude des processus de 

O-GlcNAcylation. 
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Figure 5. Structures chimiques de quelques inhibiteurs d’OGT. 

1.1.3.1.4 La protéolyse de HCF-1, nouvelle activité de l’OGT  

En 2011, Capotosti et collaborateurs ont démontré Ƌu’eŶ plus de porter une activité de 

transfert de résidus de GlcNAc sur les protéines cibles, l’OGT était également dotée de 

propriétés de clivage protéolytique envers le régulateur de cycle cellulaire HCF-1 (Host cell 

factor-1) (Capotosti et al., 2011). Le clivage de HCF-1 en deux fragments N- et C-terminaux 

et sa GlcNAcylation concomitante sont nécessaires à l’eŶtƌĠe et à la sortie de phase G1, 

ainsi Ƌu’à la progression en phase M (Kötzler & Withers 2016). HCF-1 contient des 

séquences de 20-26 acides aminés localisés dans la partie centrale et nécessaires pour le 

clivage protéolytique et la glycosylation par l’OGT (Janetzko & Walker 2014; Kapuria et al., 

2016). L’OGT transfert un résidu de GlcNAc sur un glutamate pour former un premier 

intermédiaire GlcNAc-Glu à l’aide d’uŶe liaison glycosyl-ester, le résidu GlcNAc est ensuite 

libéré, un pyroglutamate est généré (intermédiaire 2), et le clivage de HCF-1 s’effeĐtue 

(Janetzko et al., 2016). 

1.1.3.1.5 La EOGT  

L’eǆisteŶĐe d’uŶe O-GlcNAcylation extracellulaire a été caractérisée il y a quelques années 

(Sakaidani et al. 2011). Cette nouvelle forme de glycosylation est gouvernée par l’EOGT 
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(EGF-domain specific OGT) laquelle réside dans le reticulum endoplasmique. La première 

évidence de l’EOGT a été rapportée chez Drosophila melanogaster (Sakaidani et al., 2011) 

et depuis d’autƌes études ont démontré sa présence chez le porc Sus scrofa (Nagnan-Le 

Meillour et al., 2014). L’EOGT ne possède pas d’hoŵologie particulière avec l’OGT 

nucléocytoplasmique ou mitochondriale, mais cependant partage 19,4% d’ideŶtitĠ avec 

la2-xylosyltransferase exprimée par Arabidopsis thaliana (Müller et al., 2013). 

Un récapitulatif des connaissances actuelles sur la distribution et les fonctions portées 

par l’OGT a fait l’oďjet d’uŶe mini-revue jointe en annexe 1. 

Moyira Aquino-Gil, Annick Pierce, Yobana Perez-Cervera, Edgar Zenteno and Tony 

Lefebvre (2017) OGT: a short overview of an enzyme standing out from usual 

glycosyltransferases. Biochemical Society Transactions 45:365–370. 

1.1.3.2  La O--N-Acétylglucosaminidase 

La β-N-acétylglucosaminidase ou O-GlcNAcase (OGA) (Dong & Hart 1994) 

nucléocytoplasmique est une hexosaminidase capable de s’hoŵodiŵĠƌiseƌ appartenant à 

la famille GH84  selon la classification CAZY (EC 3.2.1.169). Le gène de l’OGA a d’aďoƌd été 

identifié comme codant une hyaluronidase putative humaine (meningioma expressed 

antigen 5, Mgea5) (Heckel et al., 1998) avant d’ġtƌe reconnu comme codant l’OGA 

(Comtesse et al., 2001; Nagel and Ball, 2014). 

1.1.3.2.1 Les isoformes de l’OGA  

Chez l’hoŵŵe l’OGA est décrite sous deux isoformes : une forme longue, lOGA (long 

OGA), et une forme courte, sOGA (short OGA) (Fig. 6). La lOGA de 130 kDa est localisée au 

cytosol et au noyau. Elle possède deux domaines: un domaine N-terminal membre de la 

famille des glycoside hydrolases GH84, et un domaine C-terminal similaire aux N-

acétyltransférases de la famille GCN5 (GNAT) avec une activité potentielle histone 

acétyltransférase (Toleman et al., 2004). La sOGA de 75 kDa ne possède pas le domaine C-

terminal (Comtesse et al., 2001) (Fig. 6). 
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Figure 6. A. Représentation tridimensionnelle de l’OGA ;d’apƌğs Vocadlo, 2012). B. Formes longue, lOGA, 

et courte, sOGA, de l’OGA. Les activités OGA (O-GlcNAcase) et HAT (histone acétyltransférase) sont 

représentés respectivement à gauche et à droite de la figure, de part et d’autre de la région tige. 

 

1.1.3.2.2 Quelques caractéristiques de l’OGA 

L'OGA peut être clivée par la caspase-3 au niveau de l’aĐide aspartique 413 in vitro et au 

cours de l'apoptose in vivo comme l’oŶt souligné les profils globaux de O-GlcNAcylation 

modifiés au cours du processus apoptotique ( Wells et al., 2002; Butkinaree et al., 2008). 

Outre la protéolyse, l’OGA est très probablement régulée par des modifications post-

traductionnelles puisƋu’il a été démontré par spectrométrie de masse que l’enzyme était 

phosphorylée sur la Sérine 364 (Beausoleil et al., 2004) dans les cellules HeLa et O-

GlcNAcylée sur la Sérine 405 dans le cerveau (Khidekel et al., 2007). 

L'activité O-GlcNAcase pourrait également être régulée par la formation d'un complexe 

transitoire avec l’OGT, le O-GlcNAczyme (Whisenhunt et al., 2006). 
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1.1.3.2.3 Les inhibiteurs de l’OGA 

Afin de mieux comprendre le rôle de l’OGA et, comme pour l’OGT, les processus 

biologiques régis par celle-ci, plusieurs inhibiteurs ciblant l’eŶzǇŵe ont été développés 

(Fig. 7).   

Le tout premier inhibiteur décrit pour l’OGA est un analogue de la GlcNAc, la 

streptozotocine (STZ), une nitrosourée (Roos et al., 1998). La STZ a été tout d’aďoƌd 

reconnue pour ses propriétés antimicrobiennes (Lewis & Barbiers, 1959) et était 

également utilisée comme inducteur de diabète (diabétogène) chez les modèles murins: la 

STZ détruit sélectivement les cellules β productrices d'insuline au niveau du pancréas 

(Junod et al., 1967; Liu et al., 2000). 

Le PUGNAc (O-(2-acétamido-2-désoxy-D-glucopyranosylidène)-amino-N-phényl 

carbamate) est un inhibiteur des hexosaminidases A et B lysosomales (Beer et al., 1990), 

mais également un inhibiteur puissant de l’OGA (Haltiwanger et al., 1998). Cependant, le 

manque de spécificité du PUGNAc comme le démontre l’Ġtude de Mehdy et 

collaborateurs, dans laquelle il est montré que l’iŶhiďiteuƌ génère des oligosaccharides 

libres en bloquant les hexosaminidases lysosomales (Mehdy et al., 2012), ont incité la 

recherche d’iŶhiďiteuƌs d’OGA plus sélectifs. 

La publication de deux structures cristallines d'homologues bactériens de l'OGA humaine a 

permis d’ĠluĐideƌ le mécanisme moléculaire de l’enzyme par le biais d'une réaction 

nécessitant un intermédiaire de type oxazoline (Dennis et al., 2006). Ainsi deux petites 

molécules, la NAG-thiazoline (1,2-didésoxy-Ϯ’-méthyl--D-glucopyranoso-[2,1-d]-DϮ’-

thiazoline) et le NButGT (1,2-didésoxy-Ϯ′-propyl-α-D-glucopyranoso-[2, 1-d]-ΔϮ′-

thiazoline), se sont avérés être des inhibiteurs micromolaires de l’OGA in vitro (Macauley 

et al., 2005). 

Après plusieurs études concernant les NAG-thiazolines, la découverte de l’iŶhiďiteuƌ 

Thiamet-G ((3aR,5R,6S,7R,7aR)-2-(éthylamino)-3a,6,7,7a-tétrahydro-5-(hydroxyméthyl)-

5H-Pyrano[3,2-d]thiazole-6,7-diol, (TMG)) a permis l’oďteŶtioŶ d’une molécule possédant 

une excellente sélectivité (de 37.000 fois) vis-à-vis de l’OGA sur les HexA/B, avec 





 

19 

Après absorption du glucose par les cellules de l’oƌgaŶisŵe, une partie estimée entre 2 et 

5% est canalisée vers cette voie (Aquino-Gil et al., 2017) (Fig. 8). L'hexokinase (HK) 

phosphoryle le glucose pour produire du glucose-6-phosphate, qui est ensuite converti en 

fructose-6-phosphate par la phosphoglucose isomérase (PGI). Ces deux réactions sont 

communes à la glycolyse et à la voie des hexosamines. Cette dernière continue à partir du 

fructose-6-phosphate et de la glutamine qui sont convertis en glucosamine-6-phosphate 

(GlcN6P) et en glutamate par l’eŶzǇŵe limitante de la voie, la glutamine:fructose-6-

phosphate amidotransférase (GFAT). La glucosamine-6-phosphate N-acétyltransférase 

(GNPNAT1) convertit la GlcN6P en N-acétylglucosamine-6-phosphate (GlcNAc6P) grâce à 

l'acétylcoenzyme A (Ac-CoA). Le GlcNAc6P est converti en GlcNAc1P par la GlcNAc 

phosphomutase (AGM1) et enfin, l'UDP-N-acétylglucosamine pyrophosphorylase (UAP) 

active le GlcNAc1P en UDP-N-acétylglucosamine (UDP-GlcNAc) en utilisant l’UTP. Du 

pyrophosphate (PPi) est généré au cours de cette réaction. La synthèse de l’UDP-GlcNAc 

nécessite l’iŶteƌǀeŶtioŶ de tout un ensemble de nutriments (acides aminés, acides gras, 

gluĐides…Ϳ faisant de ce nucléotide sucre un véritable senseur nutritionnel (Fig. 8). Une 

voie de sauvetage (salvage pathway) vient se greffer à HBP en recyclant le GlcNAc 

cellulaire et en le réinjectant au niveau du GlcNAc6P (Fig. 8). 
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méthodes et d’uŶe large variété d’outils visant à sa détection et à son analyse. Ces 

techniques concernent d’uŶe part les lectines, les anticorps de plus en plus spécifiques, les 

enrichissements de protéines basés sur la stratégie de chimie-click et, d’autƌe part, 

l’ideŶtifiĐatioŶ des sites de glycosylation par spectrométrie des masses ainsi que des outils 

bio-informatiques permettant de prédire ces sites. Cet ensemble a contribué à ouvrir de 

nouvelles opportunités et perspectives dans le champ d’iŶǀestigatioŶ de la O-

GlcNAcylation (Vercoutter-Edouart et al., 2015). 

1.1.5.1 Les anticorps et les lectines 

1.1.5.1.1  Les anticorps 

En 1987, un groupe de huit protéines de l'enveloppe nucléaire dans une gamme de 

masses moléculaires variant de 45 à 210 kDa et porteuses de résidus O-GlcNAc, nouvelle 

glycosylation pour l’ĠpoƋue, étaient identifiés par des anticorps monoclonaux (Snow et 

al., 1987). Or, en parallèle, un second groupe de chercheurs a démontré que ces mêmes 

anticorps reconnaissaient la partie O-GlcNAcylée de ce groupe de protéines (Holt et al. 

1987). L’uŶ de ces anticorps a été nommé RL2 et constitue encore à ce jour un des outils 

les plus performants dans les études focalisant la O-GlcNAcylation. 

Plus tard, un anticorps monoclonal murin IgM, appelé CTD110.6, reconnaissant 

spécifiquement les résidus O-GlcNAc du CTD de pol II est développé (Comer et al. 2001). 

L'anticorps ne montre aucune réactivité croisée apparente avec les déterminants 

peptidiques et ne réagit pas non plus avec d'autres types d’aŶtigğŶes glucidiques. Comme 

pour le RL2, le CTD110 est un des outils les plus utilisés pour l’Ġtude des protéines 

modifiées par O-GlcNAcylation par immunoblotting, immunofluorescence indirecte et 

pour l’eŶƌiĐhisseŵeŶt des protéines par immunoprécipitation. Cependant, la spécificité de 

l’aŶtiĐorps CTD110.6 a été remise en question. En effet, le CTD110.6 reconnait entre 

autres NOTCH1 possédant des répétitions EGF cibles de la EOGT, ainsi que des résidus 

GlcNAc terminaux portés par des N-glycanes de la surface cellulaire (Tashima and Stanley, 

2014). Ce manque de spécificité du CTD110.6 avait été soulevé au préalable par des 

analyses par protéomique montrant que la déprivation en glucose induit la formation de 
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motifs GlcNAc-1,4-GlcNAc à partir de N-glycoprotéines (Isono, 2011). Il avait été supposé 

avant cette étude que la déprivation en glucose favorisait de manière surprenante la O-

GlcNAcylation (Taylor et al., 2008, 2009). La démonstration d’IsoŶo est venue apportée la 

réponse à ce paradoxe (Isono, 2011). 

Plus récemment, en utilisant en combinaison la technologie des hybridomes et un 

système immunogène à trois composants (peptide dérivé de la caséine kinase-2 sur lequel 

est greffé un résidu de GlcNAc, épitope du MHC de classe 2 du T-cell helper et ligand du 

TLR, Toll-like receptor) de sorte à générer une réponse immune forte à IgG, trois nouveaux 

anticorps monoclonaux 18B10.C7, 9D1.E4, 1F5.D6 ont été générés (Teo et al., 2010). 

Malgré tout, et bien Ƌu’ils aient permis l’ideŶtifiĐatioŶ de 200 nouvelles protéines O-

GlcNAcylées, ces anticorps monoclonaux sont très peu utilisés.  

Nous pouvons également citer les anticorps monoclonaux HGACs 39, 49, et 85 dirigés 

contre des structures glycaniques de groupe A exprimées par le Streptocoque (Turner et 

al., 1990). Il s’est avéré que ces mêmes anticorps reconnaissent fortement la O-

GlcNAcylation de la périphérie nucléaire, du nucléoplasme et du cytoplasme de cellules de 

rat dans une moindre mesure. Ces anticorps semblent être tombés dans l’ouďli puisƋu’à 

notre connaissance aucune étude récente ne semble y avoir fait appel. 

1.1.5.1.2 Les lectines 

Les lectines (protéines ou glycoprotéines possédant une activité de reconnaissance des 

glycanes de manière intrinsèque et plus ou moins sélective) sont souvent d’uŶe précieuse 

aide pour la détection de protéines glycosylées, plus particulièrement O-GlcNAcylées en 

ce qui nous concerne, et leur enrichissement. En ce sens, la lectine de l’AgglutiŶiŶe de 

germe de blé, Triticum vulgaris, ou WGA (pour Wheat Germ Agglutinin) a été très 

largement utilisée (Hanover et al., 1987) malgré sa double spécificité puisƋu’elle lie 

également certains acides sialiques en plus des résidus -GlcNAc en position terminale 

non réductrice des glycanes complexes. Pour cette raison, on lui préfère sa forme 

succinylée qui évite la reconnaissance des acides sialiques par répulsion électrostatique 

(Monsigny et al., 1979).  Une autre lectine extraite du champignon Agrocybe aegerita, 
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AAL2, a été décrite en 2013  pour se lier aux GlcNAc terminales non réductrices (Ren et al., 

2013). Enfin la lectine fongique recombinante rPVL (Psathyrella velutina lectin, PVL) a 

l’aǀaŶtage de présenter une haute affinité pour les motifs O-GlcNAc et moindre pour les 

résidus Neu5Ac (Machon et al., 2017). 

1.1.5.2 Utilisation de sucres radiomarqués et  de la chimie-click  

La première approche utilisée pour détecter la O-GlcNAcylation était basée sur le 

marquage radioactif des résidus GlcNAc en utilisant l’UDP-[3H]galactose et la GalT bovine, 

suivie d'une -élimination et d’uŶe analyse des produits obtenus par filtration sur gel, 

électrophorèse sur papier à haute tension ou HPLC (High Peformance Liquid 

Chromatography) (Torres & Hart 1984). Cette technique a évolué grâce à l’aǀğŶeŵeŶt de 

la chimie-click pour laquelle un dérivé de galactose modifié et activé (UDP-GalNAz ou 

UDP-cétogalactose) est greffé sur des résidus de GlcNAc par une GalT modifiée, la GalT1 

Y289L (Ramakrishnan & Qasba 2002). Le transfert de GalNAz ou cétogalactose est suivi par 

l'addition chimique sélective et spécifique de biotine-alcyne ou aminoxy-biotine, 

respectivement. Ces sondes facilitent la purification et la détection des protéines ou 

peptides marqués par l'avidine/streptavidine (chromatographie d'affinité) ainsi que 

l'identification des protéines O-GlcNAcylées et des sites de O-GlcNAcylation (Vercoutter-

Edouart et al., 2015). La chimie-click peut être aussi suivie par un « marquage de masse » 

pour caractériser des sous populations de protéines. Cette approche repose sur la fixation 

d'un polymère polyéthylène glycol (PEG) de masse moléculaire définie (par exemple 2 ou 

5 kDa) sélectivement sur le résidu O-GlcNAc et la résolution des populations marquées par 

SDS-PAGE. Cette technique s’appliƋue notamment à des protéines endogènes, faiblement 

exprimées, et évite toute étape de purification en vue d’uŶe analyse compliquée de la 

glycosylation (Clark et al., 2013; Leturcq et al., 2018). 
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1.1.5.3 Prédiction des sites de O-GlcNAcylation par des outils 

bio-informatiques et détermination par spectrométrie de 

masse 

L'identification précise des sites de O-GlcNAcylation est cruciale pour en révéler les rôles 

fonctionnels spécifiques dans les divers processus biologiques. A cause de la labilité, du 

dynamisme et de la substœĐhioŵĠtƌie de la modification, l'identification précise des sites 

O-GlcNAcylation par des approches protéomiques systématiques reste un enjeu.  

1.1.5.3.1 Les outils bio-informatiques 

En raison de l'intérêt croissant et de la nécessité de déterminer les sites de O-

GlcNAcylation mais également de s’affƌaŶĐhiƌ des barrières expérimentales, la prédiction 

informatique des sites de O-GlcNAcylation est devenue un outil à la fois important et 

confortable, bien Ƌu’elle doive être utilisée avec beaucoup de précautions, ce type 

d’appƌoĐhe étant basé sur des algorithmes plus ou moins puissants et rigoureux.  

Ainsi plusieurs outils de ce type ont-ils été développés : YinOYang (Gupta & Brunak 2001), 

O-GlcNAcScan (Wang et al., 2011), O-GlcNAcPRED-I et II ( Jia et al., 2013; Cagzhi et al., 

2018), PGlcS (Zhao et al., 2015), chacun d’euǆ prétendant être le plus performant pour 

l'identification computationnelle des sites de O-GlcNAcylation.  

1.1.5.3.2 La spectrométrie de masse 

Le principal obstacle dans l’Ġtude des rôles joués par la O-GlcNAcylation est le manque 

d’appƌoĐhes expérimentales simples, souples et sensibles en vue de la détermination des 

sites de O-GlcNAcylation (cartographie de sites ou « site-mapping »). En effet, la majorité 

des techniques actuelles utilisées sont lourdes et pèchent par leur manque de sensibilité. 

La cartographie de sites de modification est particulièrement difficile pour les raisons 

invoquées ci-dessus: faible stœĐhioŵĠtƌie de la O-GlcNAcylation vis-à-vis des protéines 

sur lesquelles elle réside, et labilité chimique et enzymatique de la liaison glycosidique 

entre le résidu GlcNAc et les résidus Ser/Thr (Kim, 2011). Une des toutes premières 
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techniques utilisées pour cartographier les sites de O-GlcNAcylation consistait en la 

purification de la protéine d’iŶtĠƌġt suivi d’uŶ marquage enzymatique avec du galactose 

radiomarqué tel que décrit plus haut. Les protéines radiomarquées étaient ensuite 

soumises à une protéolyse, les peptides issus de cette digestion étaient séparés par HPLC 

puis séquencés par la méthode d’EdŵaŶ (Chou et al., 1995; Cheng et al., 2000). 

Les techniques de cartographie les plus utilisées sont basées sur la spectrométrie de 

masse en tandem couplée à la chromatographie liquide (LC-MS/MS) (Vercoutter-Edouart 

et al., 2015) (Wu et al., 2014). Dans ce contexte, des méthodes de fragmentation comme 

la dissociation induite par collision (CID, collision induced dissociation) sont limitées en 

raison de la labilité de la liaison osidique. Pour cette raison le développement de la 

dissociation par transfert d'électrons (ETD, electron transfer dissociation) et de la 

dissociation par capture d'électrons (ECD, electron capture dissociation) facilitent la 

fragmentation des glycopeptides exclusivement le long de l’aǆe peptidique mais tout en 

préservant la liaison osidique intacte (Zachara et al., 2011).  

La -élimination suivie de l'addition de Michael avec du dithiothréitol (BEMAD, beta-

elimination followed by Michael addition with dithiothreitol) a été développée 

directement ou après marquage chimio-enzymatique avec des analogues de sucres. Cette 

technique consiste en une -élimination en condition douce des résidus O-liés à l’aǆe 

polypeptidique de la protéine ou du peptide suivie par une addition de dithiothréitol. Les 

peptides ainsi marqués sont enrichis par chromatographie sur billes de thiol-sépharose, 

élués puis séquencés (Vercoutter-Edouart et al., 2015). Malheureusement, toute autre 

modification O-liée telle que la phosphorylation est également réactive au BEMAD, 

nécessitant des traitements préalables à la phosphatase alcaline. 
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1.2  L’apiĐoŵpleǆe Toxoplasma gondii 

1.2.1  Historique et classification 

En 1908, Charles Jules Henry Nicolle et Luis Herbert Manceaux en Tunisie (Nicolle & 

Manceaux, 1908) et Alfonso Splendore au Brésil (Splendore, 1908) identifient un parasite 

nommé Toxoplasma (du grec toxon = arc et plasma = forme), chez Ctenodactylus gundi, un 

rongeur d’AfƌiƋue du nord, pour les premiers, et chez le lapin pour Splendore (Morrissette 

& Ajioka, 2009)(Weiss & Dubey, 2009). Plus tard, en 1949, d’autres formes de Toxoplasma 

sont identifiées dans des tissus humains par Frenkel et Friedlander (Frenkel, 1949). Ce 

Ŷ’est que dans les années 1960 que ce parasite est considéré comme une coccidiose 

toxoplasmique chez le chat (Frenkel et al., 1970).  

Toxoplasma gondii est donc un parasite intracellulaire obligatoire. Il fait partie du phylum 

Apicomplexa regroupant des pathogènes eucaryotes unicellulaires liés aux dinoflagellés et 

aux ciliés. T. gondii possède une haute habilité à se répliquer au sein des différents hôtes 

indispensables à son développement et à sa pathogénicité. (Francia & Striepen, 2014).  

1.2.2  Organisation subcellulaire de T. gondii 

T. gondii est un organisme unicellulaire haploïde. La cellule est polarisée, de forme 

arquée, de 8 µm de longueur pour 3 µm de largeur (Fig. 8). Ce parasite possède toutes les 

structures subcellulaires universelles retrouvées chez les eucaryotes - noyau, reticulum 

endoplasmique, appareil de Golgi, ribosomes et mitochondrie - ainsi que des organites 

spécialisés spécifiques aux apicomplexes. L’eŶseŵďle est enveloppé dans une structure 

complexe membranaire appelée pellicule (Ferguson & Dubremetz, 2013). Les organites 

spécialisés comprennent les micronèmes situées à l’eǆtƌĠŵitĠ apicale. Ils jouent un rôle de 

première importance dans plusieurs étapes du cycle de vie du parasite, notamment la 

motilité, l'invasion et la sortie des cellules hôtes, et la survie intracellulaire (Soldati et al., 

2001; Q. Liu et al., 2017). Les rhoptries, autres organites spécialisés, et au nombre de 6 à 

12 par cellule, sont situées dans la partie antérieure du parasite et sont associées à une 

vésicule. Comme les micronèmes, elles sont impliquées dans la motilité parasitaire et joue 
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1.2.3 Biologie de T. gondii et toxoplasmose 

1.2.3.1 Cycle de vie de T. gondii 

T. gondii présente un cycle de vie hétéroxène avec des hôtes intermédiaires comprenant à 

la fois des rongeurs et des humains, ainsi Ƌu’un hôte définitif, le chat (Fig. 10). Pour 

survivre, T. gondii a mis en place tout un ensemble de programmes de développement 

complexes en réponse à des signaux multiples incluant tout une panoplie de stress. Aussi, 

le parasite doit gérer tout un ensemble de conditions et de contextes environnementaux 

différents lui permettant de transiter d’uŶ hôte à l’autƌe et d’ĠĐhappeƌ aux défenses de 

ces organismes l’hĠďeƌgeaŶt. 

Pour se reproduire, T. gondii a développé un cycle évolutif complet comprenant une 

phase sexuée dont les membres de la famille des felidae, incluant les chats domestiques, 

sont les principaux hôtes (hôtes définitifs). Le cycle cellulaire de T. gondii se déroule 

exclusivement dans les intestins après ingestion d’ooĐǇstes matures ou kystes déposés 

dans les excréments de chats. Il s’agit ici de ce que l’oŶ peut appeler un réservoir 

tellurique (sol). Dans cet environnement, les parasites se développent en quelques jours 

(1 à 5 jours). Les hôtes intermédiaires, généralement des animaux homéothermes tels que 

les oiseaux, les rongeurs et les humains, sont alors infectés directement par le biais du sol 

en ingérant des oocystes sporulés ou indirectement par la consommation d’hôtes 

intermédiaires (viande de porc, mouton ou volaille, crue ou trop peu cuite). Les oocystes 

se différencient rapidement en tachyzoïtes pouvant migrer vers les tissus neuronaux et 

musculaires. Les tachyzoïtes se convertissent alors en bradyzoïtes. T. gondii peut alors se 

diviser de manière asexuée (Fig. 10). Le majeur problème lié à T. gondii réside dans le fait 

que chez la femme enceinte les parasites sont transmis au fœtus par le placenta, il s’agit 

de formes tachyzoïtes (Dubey, 2009; Blader et al., 2015) . 
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Figure 10. Cycle de vie de Toxoplasma gondii. T. gondii passe par différents stades en fonction de l’hôte 

intermédiaire ou définitif l’hĠďeƌgeaŶt. Il doit faire face à toute sorte de stress notamment il doit échapper 

au système de défense de ses divers hôtes. D’apƌğs (Hunter & Sibley, 2012). 

1.2.3.2 Epidémiologie de la toxoplasmose 

La toxoplasmose est généralement une maladie asymptomatique, les kystes pouvant 

rester tout au long de la vie au sein des muscles squelettiques, du Đœuƌ, du cerveau et des 

yeux. Dans la plupart des cas l’iŶfeĐtioŶ Ŷ’a pas de graves conséquences chez les patients 

immunocompétents. De même, chez la femme enceinte, l’infection par T. gondii ne 

représente pas systèmatiquement uŶ ƌisƋue pouƌ le fœtus. En effet plus tôt survient 

l’iŶfeĐtioŶ au Đouƌs de la gƌossesse, plus le risque de passage du parasite au travers du 

placenta est falible. Par contre si le fœtus est infecté tôt pendant cette grossesse, plus les 
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conséquences peuvent être délétères. Les manifestations de la toxoplasmose congénitale 

peuǀeŶt iŶĐluƌe l’hǇdƌoĐĠphalie, la ŵiĐƌoĐĠphalie, les ĐalĐifiĐatioŶs iŶtƌaĐƌâŶieŶs, la 

rétinochoroidite, le strabisme, la cécité, l’Ġpilepsie, le ƌetaƌd psǇĐhoŵoteuƌ et ŵeŶtal, des 

pĠtĠĐhies paƌ thƌoŵďoĐǇtopĠŶie et l’aŶĠŵie ;ChaudhƌǇ et al., ϮϬϭϰͿ.  

Chez les individus immunodéprimés, la réactivation de l’iŶfeĐtioŶ peut provoquer une 

encéphalite, inflammation aigüe du cerveau ; Đ’est pour cette raison que la toxoplasmose 

cérébrale est une des plus grandes causes de morbidité et de mortalité chez les patients 

atteints du VIH/SIDA (Anuradha, 2016). 

Six millions de personnes seraient touchées par la toxoplasmose dans le Monde. Ce chiffre 

varie en fonction des conditions climatiques, du régime alimentaire, de l’hǇgiğŶe, et de la 

susceptibilité aux organismes infectieux (Dard et al., 2016). En Europe, cette maladie 

affecte plus de 2 millions de personnes chaque année. D’apƌğs le centre national de 

référence de la toxoplasmose en France, les taux de séroprévalence chez l’adulte sont 

compris entre 20 et 55%, et la principale cause de la pathologie correspond à la 

toxoplasmose congénitale (61.8% de cas) (Peyron et al., 2017). 

1.2.4  Les modifications post-traductionnelles chez T. gondii  

T. gondii a dû développer au cours de son évolution des mécanismes de réponse visant à 

le protéger des différentes formes de stress, lui permettre d’ĠĐhappeƌ au système de 

défense des organismes hôtes et de manière plus intrinsèque, de l’autoƌiseƌ à passer d’uŶ 

stade à l’autƌe au cours de son cycle de vie (Yakubu et al., 2018). Pour ce faire des 

systèmes hautement sophistiqués et plastiques sont nécessaires tels que les modifications 

post-traductionnelles. 

Chez T. gondii, plusieurs modifications post-traductionnelles ont été décrites. Ces 

modifications ont permis de mieux comprendre la biologie du parasite, notamment les 

processus d’iŶǀasioŶ des cellules hôtes, la signalisation intracellulaire, le trafic, la 

régulation du cycle cellulaire et de l’eǆpƌessioŶ génique. Voici quelques exemples d’Ġtudes 

ayant ciblé le rôle de ces modifications dans certains processus biologiques. 
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1.2.4.1 La N-glycosylation 

La N-glycosylation est une modification co-traductionnelle complexe qui se déroule en 

grande partie au sein du reticulum endoplasmique. Elle consiste en le transfert en bloc 

d’uŶ précurseur oligosaccharidique sur certains résidus d’aspaƌagiŶe de protéines 

confinées dans les compartiments intracellulaires ou suivant la voie d’eǆoĐǇtose (Aebi, 

2013). La N-glycosylation a été étudiée dans un premier temps par Fauquenoy et 

collaborateurs dans le but de comprendre le rôle de cette modification dans le processus 

d’iŶǀasioŶ des cellules hôtes (Fauquenoy et al., 2008). Ces auteurs ont démontré que 

plusieurs protéines clés impliquées dans le processus d’iŶǀasioŶ étaient N-glycosylées, 

l’iŶhiďitioŶ de cette forme de glycosylation par la tunicamycine réduisant 

considérablement la motilité et la croissance du parasite, ainsi que l'invasion. Ces résultats 

sont en partie supportés par une seconde étude qui démontre l’iŵpoƌtaŶĐe de la N-

glycosylation pour le processus d’iŶǀasioŶ et la croissance parasitaire (Luk et al., 2008).  

Le même année, Garénaux et collaborateurs ont analysé les N-glycanes d’extraits de 

tachyzoïtes cultivés dans différentes cellules hôtes (Garénaux et al. 2008). Les auteurs ont 

démontré que T. gondii est capable de synthétiser ses propres N-glycanes tronqués mais 

également  de transférer ceux de la cellule hôte sur ses propres protéines, élucidant de 

manière originale, la double origine de la N-glycosylation chez cet apicomplexe. 

Ces auteurs rapportent notamment que la nature des glycanes chez T. gondii sont 

structuralement différents de ceux de la cellule hôte. 

1.2.4.2 La O-Fucosylation 

La O-fucosylation est une forme inhabituelle de glycosylation qui modifie les groupements 

hydroxyles des résidus sérine ou thréonine au niveau d’uŶ site consensus strict 

((CXXGG(S/T)C, où S/T est le résidu modifié) au sein des domaines de type EGF de 

plusieurs protéines sériques chez les mammifères (Moloney et al. 1997). 

L’utilisatioŶ de la lectine Aleuria aurantia (AAL) a permis la découverte de protéines O-

fucosylées associées à la membrane nucléaire chez T. gondii, à proximité des pores 

nucléaires, chez des tachyzoïtes, bradyzoïtes et sporozoïtes (Bandini et al., 2016). 
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1.2.4.3 La O-GlcNAcylation  

Au cours des années 90, l’eǆisteŶĐe de la O-GlcNAcylation a pu être démontrée au sein de 

nombreux organismes biologiques incluant les apicomplexes (voir première partie).  En ce 

sens, Dieckman-Schuppert et ses collaborateurs ont documenté, pour la première fois, la 

O-GlcNAcylation chez les apicomplexes en 1993 (Dieckmann-Schuppert et al., 1993). En 

2009, Banerjee et collaborateurs ont déterminé par des méthodes phylogénétiques la 

présence potentielles des OGTs chez les protistes (Banerjee et al., 2009). De manière 

intéressante les extraits cytosoliques de Giardia et Cryptosporydium, ce dernier 

partageant une très forte homologie avec T. gondii, ont montré une véritable activité OGT. 

En 2011, l’utilisatioŶ d’aŶtiĐoƌps spécifiques dirigées contre la O-GlcNAcylation a pour la 

toute première fois mis en évidence cette modification dans des extraits totaux de T. 

gondii  (Perez-Cervera et al., 2011). Toute une pléthore de protéines O-GlcNAcylées a pu 

être caractérisée. Plus précisément, mon équipe a démontré la O-GlcNAcylation de la 

protéine HSP70 (70 kDa-Heat shock protein), protéine reconnue pour présenter cette 

glycosylation (Guinez et al., 2006). De plus, une activité catalytique OGT a été mesurée par 

méthode radioactive. Une séquence putative d’OGT a été identifiée par analyse bio-

informatique de l’OGT chez T. gondii. Cette OGT putative est proche de SPY exprimée chez 

Arabidopsis thaliana. Néanmoins, depuis peu, SPY Ŷ’est plus reconnue comme une 

véritable OGT mais comme une O-Fucosyltransférase (Zentella et al., 2017): l’eǆisteŶĐe et 

l’ideŶtitĠ de l’OGT chez T. gondii demeure de ce fait une énigme.  

1.2.4.4 La Phosphorylation  

La phosphorylation joue un rôle fondamental au cours du métabolisme et de la 

transduction du signal. Cette modification est réalisée par des protéines kinases qui 

transfèrent un groupement phosphoryle à partir de l’ATP sur des résidus hydroxyles d’uŶe 

sérine, thréonine ou tyrosine, la phosphorylation sur les résidus de sérine et de thréonine 

étant plus fréquente que sur les résidus de tyrosine. Cependant, d'autres résidus d'acides 

aminés, tels que l'histidine, les acides glutamique et aspartique, notamment chez les 

http://link.springer.com/search?dc.title=Heat+Shock+Protein&facet-content-type=ReferenceWorkEntry&sortOrder=relevance


 

33 

procaryotes, peuvent également être phosphorylés. Les réactions de phosphorylation sont 

« réversées » par des protéines phosphatases (hydrolyse du résidu phosphate). 

Chez les apicomplexes, comme chez tout eucaryote, la phosphorylation des protéines est 

essentielle à la survie cellulaire. En ce sens il a été montré chez T. gondii que le blocage de 

la phosphorylation du facteur d’iŶitiatioŶ de la traduction protéique eucaryote Ϯα ;eIFϮαͿ 

réduit la virulence des tachyzoïtes (Joyce et al., 2010).   

Un système de défense, lié à l’iŶfeĐtioŶ par T. gondi et associé au système immunitaire, 

fait intervenir une famille de protéines connue sous le nom d’IRG (immunity-related 

GTPase). Les IRG s'accumulent dans les cellules infectées à la surface des vacuoles 

contenant le parasite et le détruisent. Il a été montré dans un système murin que T. gondii 

s'oppose à ce système en sécrétant une enzyme appelée ROP (rhoptries) 18 kinase. ROP18 

kinase phosphoryle certains acides aminés clés des protéines IRG, notamment Irga6, les 

inactivant: le parasite échappe ainsi à la destruction (Steinfeldt et al., 2010).  

1.2.4.5 L’AĐĠtǇlatioŶ 

L’aĐĠtǇlatioŶ consiste en l'addition d'un groupement acétyle à partir de l’aĐĠtǇl-CoA sur 

l’aĐide aminé en position N-terminale d’uŶe protéine ou sur la fonction amine- de résidus 

lysine au sein même de la chaîne polypeptidique. Cette modification catalysée par des 

acétyltransférases est très conservée chez la plupart des eucaryotes et est distribuée dans 

tout un ensemble de compartiments (Carabetta & Cristea, 2017). 

Une étude portant sur T. gondii a identifié plus de 400 protéines acétylées chez la forme 

proliférative du parasite, le tachyzoïte, parmi lesquelles les histones et l’alpha-tubuline, 

révélant que cette modification est probablement apparue très tôt au cours de l’ĠǀolutioŶ 

(Jeffers & Sullivan, 2012). Une autre étude protéomique a porté sur l’aĐĠtǇloŵe de 

cellules astrocytaires infectées par T. gondii (Bouchut et al., 2015). L’eǆpƌessioŶ de 

nombreux gènes de la cellule hôte sont modifiés parmi lesquels des gènes codants des 

lysines acétyltransférases (KAT) et des lysines désacétylases (KDAC) démontrant que 

l’aĐĠtǇloŵe est modifié au cours de l’iŶfeĐtioŶ par le parasite. 
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1.2.4.6 La Méthylation  

La méthylation repose sur le transfert d’uŶ groupement méthyle à partir du donneur S-

adénosyl-méthionine (AdoMet) sur les groupements carboxyle des acides aminés cystéine, 

leucine, glutamate, aspartate, et l’azote des acides aminés glutamine, histidine, lysine, 

arginine en position alpha-amino-terminale (Fisk & Read, 2011). Chez les parasites, la 

méthylation de l’aƌgiŶiŶe se retrouve sur les protéines cytoplasmiques et nucléaires. Elle 

joue des fonctions importantes dans de nombreux processus cellulaires, comprenant la 

régulation épigénétique et transcriptionnelle, l'épissage de l'ARN et la réponse aux 

dommages à l'ADN. La famille de protéines arginine-méthyltransférases (PRMT) joue un 

rôle important au cours de la division cellulaire,  la croissance parasitaire. L’aďseŶĐe de 

cette modification promeut des changements morphologiques ainsi Ƌu’uŶ ralentissement 

de croissance de T. gondii (Bissati et al., 2016; Yakubu et al., 2017). 

1.2.4.7 L’UďiƋuitiŶatioŶ  

L'ubiquitination consiste en la formation d'une liaison entre l'extrémité C-terminale de 

l'ubiquitine, polypeptide de 76 acides aminés, et le groupement amine-ɛ d'un résidu lysine 

substrat. L’uďiƋuitiŶatioŶ nécessite l’action séquentielle de trois enzymes: une enzyme 

activatrice de l’uďiƋuitiŶe, E1, une enzyme de support structurel ou de conjugaison, E2, 

couplée à une protéine ubiquitine ligase, E3, modifiant la protéine cible (Pickart, 2001). 

Des analyses protéomiques réalisées sur T. gondii ont permis l’ideŶtifiĐatioŶ d’uŶ grand 

nombre de protéines ubiquitinées, majoritairement du cytosquelette, localisées dans le 

complexe membranaire interne (MCI), caractéristique des parasites apicomplexes (Silmon 

de Monerri et al., 2015). Plus de 35% des protéines ont un profil d’uďiƋuitiŶatioŶ régulé 

par le cycle cellulaire sans pour autant, et de manière surprenante, modifier les facteurs 

classiques de régulation du cycle cellulaire. 

1.2.4.8 La SUMOylation  

A l’iŶstaƌ de l'ubiquitine, SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) est une petite protéine de 

11 kDa modifiant réversiblement certaines lysines accessibles des protéines cibles (Czuba 
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et al., 2018). Il a été décrit que certains pathogènes incluant les bactéries et les virus 

utilisent cette modification des protéines hôtes pour faciliter leur mode d’iŶfeĐtioŶ. 

Une approche globale basée sur la protéomique a permis l’ideŶtifiĐatioŶ de nombreuses 

protéines cibles TgSUMO cellulaires à la surface du tachyzoïte en réponse à l’eŶtƌĠe en 

contact avec la cellule hôte précédant l'invasion (Braun et al., 2009). Dans des conditions 

de culture favorisant la différentiation en bradyzoïte, des formes conjuguées à SUMO ont 

été retrouvées au niveau de la vacuole parasitophore. Une autre étude a également 

montré le rôle majeur de la SUMOylation dans le processus d’iŶǀasion (Maruthi et al., 

2017). Ces données suggèrent que le système complexe de conjugaison par SUMOylation 

interfère avec les processus biologiques vitaux du parasite. 
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1.3  L’apiĐoŵpleǆe Plasmodium falciparum 

1.3.1  Historique et classification 

Plasmodium a été découvert en 1880 en Algérie par Charles Louis Alphonse Laveran, 

chirurgien de l'armée française. Il a été le premier à démontrer la présence de ce parasite 

dans la sang de patients atteint de paludisme (Cox, 2010). Laveran a publié le résultat de 

ses observations sous le titre : "Un nouveau parasite trouvé dans le sang de plusieurs 

malades atteints de fièvre palustre" dans le Bulletin de la Société médicale des hôpitaux 

de Paris (Petithory, 1995). Le paludisme est ainsi causé par un parasite du genre 

Plasmodium qui compte environ 150 espèces. Les primates sont infectés par une trentaine 

d’espèces de parasites responsables du paludisme: il s’agit de parasites adaptés à l’hôte 

humain qui se transmettent principalement par un vecteur insecte, l’aŶophğle. Ces 

principaux parasites sont Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium 

malariae, Plasmodium ovale et Plasmodium knowlesi  (Janet, 2012; Sermwittayawong et 

al., 2012).  

1.3.2  Organisation subcellulaire de P. falciparum 

P. falciparum possède à son extrémité apicale des organites de sécrétion similaires à ceux 

présents chez T. gondii. Ces organites sont les rhoptries, les micronèmes et les granules 

denses, jouant un rôle important dans le processus de motilité indispensable à l'invasion, 

mais également à la biogenèse de la membrane parasitophore et au remodelage des 

protéines chez la cellule hôte. Par ailleurs, comme d'autres apicomplexes, Plasmodium 

possède également un apicoplaste.  

1.3.3  Biologie de P. falciparum et paludisme 

1.3.3.1 Cycle de vie de P. falciparum 

Au cours de son cycle de vie, Plasmodium falciparum présente trois stades de maturation: 

les anneaux (rings), les trophozoïtes et les schizontes (Photini & Lee Sim, 2015).  
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Son cycle de vie se divise en deux parties: la multiplication asexuelle chez l’hoŵŵe comme 

organisme hôte, et la reproduction sexuelle au sein d’uŶ diptère de la famille des Culicidae 

et de la sous-famille des Anophelinae (Fig. 11). P. falciparum est en effet transmis, par le 

moustique anophèle femelle qui injecte des sporozoïtes qui, après avoir atteint la 

circulation sanguine, sont transportés passivement vers le foie. Après pénétration dans le 

système vasculaire hépatique, les sporozoïtes glissent le long des sinusoïdes et 

transmigrent à travers les cellules de Kupffer ou les cellules endothéliales pour atteindre 

les hépatocytes. Les sporozoïtes au sein des hépatocytes résident dans une vacuole 

parasitophore où ils subiront une réplication asexuée sans provoquer de symptômes 

cliniques chez l'hôte (schizontes), Đ’est le cycle exo-érythrocytaire schizogonique.  

L'achèvement du stade hépatique est marqué par la libération de milliers de mérozoïtes 

sous la forme de mérosomes dans la circulation périphérique. Ils sont transportés vers les 

petits capillaires pulmonaires où ils se rompent et libèrent les mérozoïtes capables 

d'envahir les globules rouges, marquant le début des stades érythrocytaires de l'infection 

(cycle endo-érythrocytaire schizogonique). La pré-perméabilité, période jusqu'à 

l'apparition des parasites dans le sang, varie de 3 à 30 jours en fonction de l'espèce 

parasitaire et de plusieurs autres facteurs tels que le statut immunitaire de l'hôte, 

l'exposition antérieure des hôtes aux parasites, et le nombre de sporozoïtes inoculés. 

Après l'invasion des globules rouges, les parasites se développent en trophozoïtes et 

finalement en schizontes qui se rompent et libèrent jusqu'à 36 mérozoïtes dans la 

circulation sanguine (Figure 11).  

La réplication asexuée se déroule sous la forme de cycles multiples de schizogonie et 

augmente de manière exponentielle la charge parasitaire. La réplication asexuée se 

traduit également par la génération de stades sexuels, qui peuvent être transmis à un 

moustique pendant un repas de sang.  

À la suite de la transmission au vecteur, les gamétocytes mâles et femelles se développent 

en gamètes mâles et femelles. Ils sont libérés et fusionnent à l'intérieur de l'intestin pour 

donner des zygotes ou ookinètes mobiles ; ces zygotes quittent la lumière de l'intestin 

moyen et s'installe sous la lamine basale. Ils se développent alors en oocystes dans 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Culicidae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Anophelinae
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P. falciparum est la cause principale des décès attribués au paludisme notamment chez les 

jeunes enfants. Ces enfants présentent généralement les symptômes suivants: fièvre, 

anémie sévère, obstruction microvasculaire avec ischémie tissulaire, détresse respiratoire, 

acidose, hypoglycémie, taux élevé d'aminotransférases, et parasitémie élevée 

(Schumacher & Spinelli, 2012). 

Les caractéristiques de la transmission du paludisme varient d'une région à l'autre, même 

au sein du même pays. Elles dépendent de l'espèce du parasite, ses propriétés et ses 

vecteurs (hôtes définitifs, moustiques), des conditions écologiques et des facteurs socio-

économiques impliqués dans la transmission du parasite et autres parasitoses, tels que la 

pauvreté et les conditions de services de soins de santé et de prévention (WHO, 2017). 

L'émergence d'une résistance aux antipaludiques, incluant les artémisinines, traitement 

de première ligne actuel (Dondorp et al., 2010) et d’une résistance des anophèles aux 

insecticides (Djouaka et al., 2016) menace les progrès actuels pour diminuer la 

propagation du paludisme. 

Pour cette raison, la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques dans l’optiƋue de 

diminuer ou d’éradiquer la maladie est devenue essentielle pour la recherche scientifique. 

Comme pour T. gondii, les modifications post-traductionnelles pourraient apporter des 

pistes intéressantes. 

1.3.4  Les modifications post-traductionnelles chez P. 

falciparum 

En effet, les modifications post-traductionnelles, comme la phosphorylation et 

l'acétylation, sont un exemple de la mise en évidence de cibles médicamenteuses 

potentielles chez P. falciparum (Doerig et al., 2015). Plusieurs modifications post-

traductionnelles ont été décrites chez le parasite comme la N-Glycosylation et la O-

Glycosylation (de Macedo et al., 2010), la phosphorylation (Doug Chung et al., 2009), la 

SUMOylation (Issar et al., 2008), l’aĐĠtǇlatioŶ (Jeffers & Sullivan, 2012; Miao et al., 2013), 

la méthylation (Kaur et al., 2016; Mohammad et al., 2017), la O-Fucosylation (Lopaticki et 
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al., 2017; Sanz et al. 2016), la lipidation (Gilson et al., 2006) et la O-GlcNAcylation (Perez-

Cervera et al., 2011; Kupferschmid et al., 2017). 

La O-GlcNAcylation a été signalée pour la première fois chez P. falciparum par Dieckman-

Schuppert et collaborateurs en 1993 (Dieckmann-Schuppert et al., 1993) en utilisant une 

approche similaire à celle utilisée par Torres et Hart (Torres & Hart, 1984). Comme nous 

l’aǀoŶs mentionné pour T. gondii, mon équipe a également caractérisé tout un ensemble 

de protéines O-GlcNAcylées chez P. falciparum par Western blot (Perez-Cervera et al., 

2011). 

Dans le cadre de ma formation doctorale, j’ai travaillé avec le Pr. Ralph Schwarz et Mattis 

Kupferschmid de l’UŶiǀeƌsitĠ Philipps à Marburg (Allemagne) dans l’oďjeĐtif de pousser un 

peu plus loin ce qui avait pu être fait en matière de O-GlcNAcylation chez P. falciparum en 

entreprenant l’ideŶtifiĐatioŶ d’uŶe partie du O-GlcNAcome de l’apiĐoŵpleǆe. Ainsi, nous 

avons mis en évidence la O-GlcNAcylation de treize protéines intervenant dans la 

glycolyse, le repliement des protéines et l’aƌĐhiteĐtuƌe cellulaire. Les niveaux d’UDP-

GlcNAc montrent que P. falciparum possède son propre stock de substrat pour 

entreprendre ses réactions de O-GlcNAcylation (Kupferschmid et al., 2017). 

Cette collaboration a fait objet d’uŶe publication en deuxième auteur (article 2 en annexe 

2) : 

Identification of O-GlcNAcylated proteins in Plasmodium falciparum. 

Mattis Kupferschmid, Moyira Osny Aquino‑Gil, Hosam Shams‑Eldin, Jörg Schmidt, Nao 

Yamakawa, Frédéric Krzewinski, Ralph T. Schwarz and Tony Lefebvre. Malaria Journal, 

2017. DOI 10.1186/s12936-017-2131-2. 
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1.4 Les modèles végétaux Arabidopsis thaliana et 

Chlamydomonas reinhardtii 

Arabidopsis thaliana (également connu sous le nom d’aƌaďette des Dames ou arabette de 

Thalius) est une petite plante dicotylédone de la famille des Brassicacées (Brassicaceae, 

autrefois appelées Crucifères). Parmi les Brassicacées on retrouve également les radis, les 

choux et la moutarde. 

A. thaliana est très utilisée comme modèle végétal pour étudier différents processus 

biologiques spécifiques aux plantes supérieures. Ce modèle possède un cycle de vie court 

et, d’uŶ point de vue génétique, son génome est assez facile à travailler. De même, 

Chlamydomonas reinhardtii est une algue verte unicellulaire, chlorophyte, également très 

appréciée comme modèle biologique. Ces deux modèles possèdent, en accord avec des 

alignements de séquences de divers organismes, deux formes d’OGT chez Arabidopsis 

comme nous l’aǀoŶs mentionné plus haut (SPY et SEC), et de manière intéressante une 

OGT-like qui semble être plus proche de SPY que de SEC chez C. reinhardtii comme nous le 

verrons un peu plus tard. 

1.4.1  Arabidopsis thaliana 

1.4.1.1 Généralités 

1.4.1.1.1 Histoire et distribution géographique 

A. thaliana est originaire d'Asie centrale et s'est propagée au fil du temps au travers de 

l'Eurasie. Elle est présente principalement dans l'hémisphère Nord, dans les régions 

tempérées, depuis les montagnes d'Afrique du Nord jusqu'au cercle polaire, et également 

en Amérique du Nord. Cette plante a été par la suite introduite en Afrique du Sud puis en 

Australie (Weigel & Mott, 2009) (Fig. 12). 

Arabidopsis thaliana apparait pour la première fois dans la littérature botanique en 1873 

introduite par Alexander Braun décrivant une plante mutante dans un champ à proximité 

de Berlin (Braun, 1873; Meyerowitz, 2001). Il semblerait que cette mutation affectait le 
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gènes impliqués ainsi que leur régulation dans le développement, le métabolisme, la 

défense, la morphogénèse ou les mécanismes de réparation de l'ADN entre autres. Le 

génome d’A. thaliana d’uŶe longueur de 125 Mb est réparti sur 5 chromosomes avec près 

de 27.500 protéines codées. Ce projet a permis l’annotation du génome d’A. thaliana, de 

définir les catégories fonctionnelles des gènes, les dynamiques et architectures 

chromosomiques, la distribution des éléments transposables, les transferts de gènes 

latéraux à partir des organites, et de comparer la séquence et la structure du génome à 

ceux d’autres espèces végétales. Suite à l’AGI, en 2008 le 1001 Genomes Project for 

Arabidopsis thaliana a été amorcé (Weigel et al Mott, 2009). Ce second consortium avait 

pour objectif de séquencer les génomes de 1001 souches d’A. thaliana originaires de 

diverses conditions écologiques et de relier les génotypes aux phénotypes. Les graines du 

1001 Genomes sont désormais disponibles pour toute personne désirant les utiliser. 

1.4.2  Chlamydomonas reinhardtii 

1.4.2.1  Généralités 

L'algue verte unicellulaire Chlamydomonas, est une microalgue (Fig. 14) offrant un cycle 

de vie simple, une ségrégation et une collecte aisée des mutants, et un éventail large et 

croissant d'outils et de techniques pour les études de génétique moléculaire. Parmi les 

principaux domaines de recherche utilisant ce modèle figurent l’Ġtude de la structure et 

de la fonction flagellaires, la génétique des corps basaux (centrioles), la biogenèse des 

chloroplastes, la photosynthèse, la perception de la lumière, la reconnaissance cellulaire 

et le contrôle du cycle cellulaire (Manuell & Mayfield, 2006). 

L'espèce Chlamydomonas reinhardtii appartient à la classe des chlorophycées (algues 

vertes), de l’oƌdƌe des Chlamydomonadales (ou Volvocales) et à la famille des 

Chlamydomonadaceae. C. reinhardtii aurait divergé des plantes terrestres il y a un milliard 

d’aŶŶĠes.  

Comme pour A. thaliana, le génome de C. reinhardtii a été séquencé: il porte sur environ 

120 M paires de bases. L’eŶseŵďle des gènes sont répartis sur un total de 17 
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chromosomes. Ces ressources sont également disponibles pour l’eŶseŵďle de la 

communauté scientifique et comprennent les souches de type sauvage et mutantes, les 

constructions plasmidiques, et une base de données en ligne (Blabym et al., 2015). 

 

Figure 14. Chlamydomonas reinhardtii observé au microscope (Objectif 40x). 

1.4.2.2  Biologie et cycle de vie 

Chlamydomonas fait partie d’un genre de flagellés unicellulaires mobiles comportant deux 

flagelles égaux. Il possède, à proximité du flagelle, deux petites vacuoles contractiles qui 

ont une fonction excrétoire. Une tache rouge pigmentée appelée stigma sensible aux 

photons, permet à la cellule de s’oƌieŶteƌ par rapport à la lumière (nécessaire à la 

photosynthèse de la microalgue). Il existe une grande variation dans la reproduction des 

différentes espèces du genre Chlamydomonas (Pröschold et al., 2005). 

Comme nous avons pu le voir pour les apicomplexes, il existe deux types de cycle de vie 

pour C. reinhardtii: l'un sexué et l'autre asexué (Fig. 15). En général, la reproduction 

asexuée se fait par fission (division en fragments de fission nucléaire), le protoplasma est 

divisé en 4 à 8 zoospores semblables à celles des parents. Dans le cycle sexuel, la privation 

d’azote conduit les cellules à former des isogamètes, qui se fondent par paires en zygote. 

Le zygote sans flagelle est délimité par une paroi épaisse qui résiste à des conditions 

difficiles. Lorsque les conditions deviennent plus favorables, le zygote via la méiose, forme 

4 zoospores haploïdes. En culture, ces algues peuvent se développer dans un simple 

milieu contenant des sels inorganiques en utilisant la lumière seule pour fabriquer 
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type Lewisa qui sont par ailleurs conservées chez les plantes supérieures (Lannoo & Van 

Damme, 2010).  

L’Ġtude des N-glycosylprotéines chez les plantes montre que la grande majorité des 

protéines sécrétées sont glycosylées. Aussi, de nombreux aspects de la croissance, du 

développement, du métabolisme et des réponses biotiques des plantes sont affectés par 

la N-glycosylation, y compris les effets directs sur les fonctions enzymatiques (Song et al., 

2011). 

En ce sens, la fonction de plusieurs kinases de type RLK (receptor-like kinases) sont 

sensibles aux perturbations des voies de contrôle qualité de la N-glycosylation. Un des 

exemples rapportés est celui du récepteur Arabidopsis EF-Tu (EFR). Cet EFR est un 

récepteur de reconnaissance de formes impliqué dans la perception de fragments du 

facteur d'élongation bactérien Tu (EF-Tu), du récepteur Flagellin Sensitive-2 (FLS2) et du 

récepteur Brassinosteroid Insensitive-1 (BRI1) (Jin et al., 2007; Häweker et al., 2010). 

Le riz, Oryza sativa, ĐoŶstitue uŶ ŵodğle tƌğs iŶtĠƌessaŶt pouƌ l’Ġtude de la N-

glycosylation chez la plante. Par exemple, des changements drastiques dans la structure 

des N-glycanes sont observés avant et après germination du riz (Horiuchi et al., 2015). Des 

structures oligomannosidiques et paucimannosidiques ont été décrites pour le riz non 

germé. Par contre après germination des structures complexes ont pu être raportées avec 

ŶotaŵŵeŶt l’appaƌitioŶ de Leǁis a. Ces observations indiquent que la modification des 

structures glycaniques soit nécessaire au processus de développement chez la plante. 

Pour approfondir cette étude, la même équipe a joué sur les conditions 

environnementales, notamment la luminosité, pour identifier de possibles changements 

de structures des N-glycanes (Horiuchi et al., 2016). Tout d’aďoƌd, il Ŷ’Ǉ a pas de diffĠƌeŶĐe 

fondamentale entre la structure des N-glycanes de la tige et des ƌaĐiŶes d’Oryza sativa. 

Néanmoins, en présence de lumière, les structures paucimannosidiques diminuent dans la 

partie racinaire. De manière surprenante, loƌsƋue la plaŶte se dĠǀeloppe à l’oďsĐuƌitĠ, 

bien que des changements phénotypiques soient rapportés, les structures glycaniques 

semblent inchangées. Très probablement les plantes superieures sont capables de 
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s’adapteƌ auǆ ĐoŶditioŶs de stƌess ;luŵiŶositĠ/obscurité) sans nécessité de changements 

de glycosylation complexe (Horiuchi et al., 2016).  

Chez Arabidopsis, la première cible fonctionnelle de la N-glycosylation à avoir été 

identifiée est Korrigan-1 (KOR1), une glycoprotéine transmembranaire de type II douée 

d’uŶe activité -1,4-endoglucanase (Rips et al., 2014). KOR1 est localisée à la membrane 

plasmique, le réseau trans-Golgi (TGN) et le tonoplaste. KOR1 interagit avec les complexes 

de cellulose synthase, il est par conséquent requis pour la biosynthèse de la cellulose (Rips 

et al., 2014).  

Le rôle de la N-glycosylation dans le développement et la croissance végétale est étudié 

depuis plus d’uŶe vingtaine d’aŶŶĠes. En effet, en 1993 von Schaewen et ses 

collaborateurs ont isolé un mutant déficient pour la N-acétylglucosaminyltransférase 1 

(GnT1), appelé complex glycan less (cgl) chez A. thaliana, nécessaire pour la synthèse des 

N-glycanes complexes (von Schaewen et al., 1993). Malgré cela, les auteurs Ŷ’oŶt pas 

observé de modification apparente ou de trouble dans le développement des plantes 

mutantes suggérant que les glycanes complexes ne sont pas essentiels aux processus 

vitaux chez les végétaux (von Schaewen et al., 1993). Cette observation a été renforcée 

par le fait Ƌu’uŶ triple mutant pour les 1,3-fucosyltransférases et la 1,2-

Xylosyltransférase (FucTA/FucTB/XylT) chez le même modèle ne révélait aucun phénotype 

morphologique évident dans des conditions de croissance standard (Strasser et al., 2004).  

Plus tard, et de manière contradictoire, le mutant cgl1 a montré une sensibilité 

particulière au stress salin, provoquant une inhibition de la croissance, une morphologie 

aberrante de l’eǆtƌĠŵitĠ des racines et une accumulation de callose en comparaison à la 

souche sauvage (Kang et al., 2008). Les auteurs suggèrent de cette étude que la N-

glycosylation joue un rôle au-delà du repliement des protéines dans le reticulum 

endoplasmique puisƋu’il semble indispensable à la formation d'une paroi cellulaire 

résistante au stress salin. 

Le système de repliement et de contrôle qualité des glycoprotéines synthétisées dans le 

reticulum endoplasmique fondé sur une série de cycles glyco-déglyco chez les eucaryotes 
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supérieurs a été clairement décrit (Cacan et al., 1998). Chez les levures, ce rôle est tenu 

par la O-mannosylation, absente chez les végétaux. Or, il semblerait que ce système existe 

chez les plantes et Ƌu’il soit joué par un mécanisme inconnu dans lequel un transporteur 

de nucléotides sucres (UDP-GlcNAc et UDP-GalNAc) récemment identifié chez A. thaliana, 

ROCK1, tienne un rôle de premier plan (Niemann et al., 2015). Il existerait de ce fait un 

système chez les plantes capable de jouer ce rôle de contrôle qualité mais probablement 

fondé sur un type de glycosylation indéterminé. 

1.4.3.2 La O-Glycosylation 

On ne retrouve pas chez les plantes de O-Glycosylation de type mucine comme chez les 

animaux, les enzymes initiant et procédant à l’ĠloŶgatioŶ des chaînes glycaniques Ŷ’aǇaŶt 

pas été retrouvées dans le génome végétal. Les plantes produisent un type de O-

Glycosylation très simple voire minimaliste, puisque seul un galactose est transféré sur des 

résidus de sérine des protéines cibles. Néanmoins, grâce à aux biotechnologies, il est 

possible de modifier le patron d’eǆpƌessioŶ d’eŶzǇŵes de glycosylation chez les plantes et 

de leur faire produire tout un ensemble de glycosylations normalement absentes des 

végétaux. Par exemple, la production d’uŶe GalNAcT2 recombinante humaine chez 

Nicotiana benthamiana se localise au niveau de l’appaƌeil de Golgi et démontre une 

activité in vitro (Daskalova et al., 2010). Ainsi la plante est-elle capable de former des 

liaisons Sérine-GalNAc et d’iŶitieƌ de la O-Glycosylation par GalNAc. Malgré tout, pour que 

les plantes puissent générer des protéines recombinantes parfaitement « processées » au 

niveau O-Glycosylation, il existe des limitations quant à la disponibilité en UDP-GalNAc et 

à la translocation de ce substrat à l’appaƌeil de Golgi. L’eǆpƌessioŶ ectopique d’uŶe UDP-

GlcNAc 4-épimérase et d’uŶ transporteur de nucléotide sucre UDP-HexNAc est capable de 

corriger cette insuffisance. Cette approche est particulièrement intéressante dans 

l’optiƋue de produire des molécules humanisées à visée thérapeutique.  

On retrouve également chez les plantes des chaînes d'arabinose ainsi que des 

arabinogalactanes complexes d’uŶ point de vue structural sur des résidus hydroxyproline 

de protéines de la paroi cellulaire (Tryfona et al., 2012). En ce sens, des approches bio-
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informatiques ont révélé la nature de 166 glycoprotéines riches en hydroxyproline, dont 

85 portent potentiellement des chaînes d'arabinogalactane (Showalter et al., 2010). 

1.4.3.3 La Phosphorylation 

De nombreuses kinases et phosphatases ont été identifiées à partir du génome d’A. 

thaliana, suggérant l’iŵpoƌtaŶĐe de la phosphorylation chez les plantes (Kerk, 2002). 

La phosphorylation chez les végétaux est reliée à la réponse de la plante à différents 

facteurs internes ou externes notamment la lumière. C’est ce Ƌu’oŶ retrouve notamment 

au cours de la photosynthèse. Le dioxyde de carbone (CO2) est fixé dans les chloroplastes 

(phase chimique ou sombre), en utilisant des réactions de la voie de Calvin-Benson. Les 

intermédiaires métaboliques de cette voie aboutissent à la formation d’heǆoses-6-

phosphate puis de saccharose. L'enzyme sucrose phosphate synthase (SPS) est un point de 

contrôle important dans cette voie. L'activité de cette enzyme est modulée par 

phosphorylation en réponse aux signaux lumineux (Huber, 2007). 

On retrouve également chez les plantes une signalisation par phosphorylation de 

tyrosines. Ainsi les hormones de type brassinostéroïdes activent des récepteurs LRR-RLK 

(Leucine-rich repeat receptor-like kinases) pour promouvoir la croissance et le 

développement végétal. Il s’agit donc d’uŶ phénomène de transduction du signal  comme 

celui retrouvé dans les cellules animales (Jin et al., 2007; Oh et al., 2009). 

Enfin, au cours d’uŶ stress thermique, la transduction du signal et la modulation des 

cascades MAPK chez les plantes jouent un rôle important dans la réponse cellulaire par le 

jeu des phosphorylations-déphosphorylations. C’est notamment ce qui a pu être 

démontré  chez le riz en cas de sécheresse ou de stress à basse température (Wen, 2002). 

1.4.3.4 L’uďiƋuitiŶatioŶ 

Il semblerait Ƌu’eŶǀiƌoŶ 7% du génome d'Arabidopsis code des protéines impliquées dans 

les mécanismes d'ubiquitination, la majorité codant des ubiquitine ligases E3 ou des 

facteurs facilitant l’iŶteƌaĐtioŶ avec le substrat. Cette observation suggère le rôle pivot de 
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l’uďiƋuitiŶatioŶ dans tout un ensemble de processus vitaux chez la plante, à savoir la 

croissance, le développement et la morphogenèse, la signalisation liée aux différentes 

hormones, les réponses biotiques et le métabolisme (Vierstra, 2009; Pratelli et al., 2012). 

Concernant le métabolisme, l’aldĠhǇde oxydase 3, impliquée dans la synthèse de l'acide 

abscissique, est polyubiquitinée par l’uďiƋuitiŶe ligase E3 SAUL1 (senescence-associated 

E3 Ubiquitin Ligase 1) ce qui entraîne sa dégradation par le protéasome et prévient la 

sénescence prématurée (Raab et al., 2009). Autre exemple, l’uďiquitine ligase ATL31 est 

impliquée dans la croissance végétale et ce de manière carbone et azote (C/N) 

dépendante. ATL31 cible les protéines 14-3-3 en les ubiquitinant, ce qui résulte en leur 

adressage au protéasome en vue de leur dégradation. Des analyses par mutagénèse 

dirigée et par double hybride levure ont montré que ATL31 interagissait de manière 

phospho-dépendante avec les protéines 14-3-3 (Yasuda et al., 2014).  Les mutants de 

phosphorylation d’ATLϯϭ ne peuvent plus fixer 14-3-3, ayant pour effet de stopper la 

croissance végétale dans des conditions C/N perturbées.  

1.4.3.5 La SUMOylation  

La SUMOylation est reconnue pour affecter plusieurs processus importants chez les 

plantes notamment la réponse au stress environnemental, la réaction de défense envers 

les pathogènes, mais également pour interférer avec la floraison, la croissance et le 

développement cellulaire, et l’assiŵilatioŶ de l’azote (Park et al., 2011). Les plantes sont 

un modèle intéressant pour l’Ġtude de la SUMOylation car elles permettent de combler 

certains manques ou de dépasser certaines limites rencontrés avec des modèles plus 

conventionnels (Park et al., 2011). 

Chez les plantes, la première protéine SUMOylée a été isolée chez la tomate en tant que 

partenaire d’iŶteƌaĐtion de la xylanase (EIX), une enzyme impliquée dans la signalisation 

par l'éthylène chez le champignon phyto-pathogène Trichoderma viride (Hanania et al., 

1999). Des analyses par protéomique et par double hybride en levure ont permis 

d'identifier plus de 200 cibles SUMOylées chez Arabidopsis (Elrouby & Coupland, 2010). 

Des interactions croisées antagonistes et coopératives entre la SUMOylation, 
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l'ubiquitination et la phosphorylation ont été relevées (Park & Yun, 2013), laissant 

supposer un dialogue très complexe entre les modifications post-traductionnelles chez les 

plantes tous comme chez les animaux. 

1.4.3.6 Le glycosylphosphatidylinositol (GPI) 

La fixation d'un glycosylphosphatidylinositol (GPI ou ancre GPI) à l'extrémité C-terminale 

des protéines est une modification fréquente des protéines se réalisant dans le RE, y 

compris chez les plantes. Ce processus est complexe et nécessite tout un ensemble 

d’Ġtapes mettant en jeu une machinerie protéique relativement conservée (Kinoshita, 

2014). A l’iŶstaƌ de la N-Glycosylation, l’aŶĐƌe GPI est transférée en bloc sur la protéine 

par le complexe GPI-transamidase. Une étude ayant combinée analyse du protéome et 

recherche bioinformatique dans le génome d'A. thaliana a permis d'identifier 248 

protéines potentielles ancrées GPI (Borner et al., 2003).  

Des orthologues végétaux putatifs des différentes protéines impliquées dans la 

biosynthèse du GPI ont été retrouvées chez A. thaliana et le riz (Eisenhaber et al., 2003). 

Malheureusement pour la majeure partie, ils Ŷ’oŶt pu être caractérisés d’uŶ point de vue 

fonctionnel. Néanmoins, les mutants hétérozygotes dépourvus de GPI-GlcNAc transférase 

chez A. thaliana (SETH1 et SETH2, homologues respectifs de PIG-C et PIG-A chez les 

mammifères) présente des défauts de fertilité (Lalanne et al., 2004).  

De même, des plantes exprimant des mutants de l'αϭ,ϰ-mannosyltransférase, appelée 

PEANUT1 (homologue de PIG-M mammifère) et impliquée dans la synthèse du GPI, 

présentent des réductions de protéines ancrées GPI et s’aǀğƌeŶt être létales (Gillmor et 

al., 2005). Dans une étude récente, il a été montré Ƌu’uŶe mutation de l'αϭ,Ϯ-

mannosyltransférase (homologue de PIG-B chez les mammifères), préalablement 

identifiée comme APTG1 pour abnormal pollen tube guidance1, présente des phénotypes 

similaires avec une fertilité mâle anormale et une létalité embryonnaire (Dai et al., 2014). 

Ensemble, ces études mettent en évidence le caractère essentiel des ancres GPI dans le 

développement et la reproduction des plantes. 
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1.4.4 Quelques données de glycosylation chez Chlamydomonas 

reinhardtii 

1.4.4.1 La O-Glycosylation 

Chez Chlamydomonas reinhardtii, la O-Glycosylation est connue de longue date. Le 

mutant  gag-1 par exemple forme des agrégats cellulaires causés par des défauts de 

mitose, probablement en lien avec des défauts de glycosylation de protéines de la paroi 

cellulaire, possiblement les extensines (Vallon and Wollman, 1995). Cette même mutation 

rend l’algue stérile, renforçant le caractère crucial de la O-Glycosylation chez les plantes. 

L’aŶalǇse des O-Glycanes de la paroi externe de C. reinhardtii a révélé des structures 

linéaires contenant de l’aƌaďiŶose et plus surprenant du galactofuranose, le tout fixé sur 

de l’hǇdƌoǆǇpƌoliŶe (Bollig et al., 2007). 

1.4.4.2 La N-glycosylation 

La N-Glycosylation chez C. reinhardtii reste à l’heuƌe actuelle un champ de recherche très 

intéressant en termes de prospection en ce sens Ƌu’assez peu de choses ont été décrites 

sur le sujet, en tout cas nettement moins que chez les modèles de laboratoire plus usités. 

Néanmoins, Mathieu-Rivet et ses collaborateurs de l’UŶiǀeƌsité de Rouen ont étudié dans 

le détail, grâce à un ensemble d’appƌoĐhes expérimentales très pointues alliant 

génomique, glycomique et glycoprotéomique, le processus de N-Glycosylation chez cette 

microalgue (Mathieu-Rivet et al., 2013). Majoritairement, les structures obtenues étaient 

du type oligomannosidique avec quelques espèces minoritaires portant de la xylose et du 

6-O-méthylmannose. Cette étude exhaustive a permis à cette équipe française de mettre 

en évidence un système de glycosylation complexe transitant par le reticulum 

endoplasmique et l’appaƌeil de Golgi mais dans un processus indépendant de la GlcNAc 

transférase I (GnT-I) aboutissant à la formation de N-glycanes différents de ce qui est 

généralement retrouvées chez les plantes terrestres.  
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Ces différentes données sur la structure des N-glycanes chez les microalgues sont d’uŶ 

intérêt pharmaceutique et thérapeutique de premier plan. En effet, la capacité à modifier 

le profil de N-glycosylation chez ces organismes dans le but de produire de nouvelles 

biomolécules à activité thérapeutique sont une opportunité très séduisante 

d’aŵĠlioƌatioŶ de compatibilité chez l’Hoŵŵe. Ce type d’appƌoĐhe a été documentée par 

l’ĠƋuipe du Pr. Muriel Bardor en 2014 (Mathieu-Rivet et al., 2014).  

1.4.5  Rôles de la O-GlcNAcylation, de SPINDLY et de SECRET 

AGENT chez les végétaux 

Depuis sa découverte, la O-GlcNAcylation en qualité de modification post-traductionnelle, 

a été étudiée chez plusieurs modèles biologiques. Au cours de l’ĠǀolutioŶ des espèces, le 

rôle des glycosyltransférases chez les procaryotes et les eucaryotes a très probablement 

été modifié en fonction des types trophiques, des besoins et des modes métaboliques de 

chaque organisme. Ainsi chez les végétaux, ce type d’étude a-t-il conduit à intégrer le rôle 

des glycosyltransférases dans des processus biologiques bien spécifiques comme la 

photosynthèse ou la voie des phytohormones gibbérellines. En 2010, Olszewski et 

collaborateurs ont entrepris une analyse phylogénétique des différentes OGTs (Olszewski 

et al. 2010b). Ainsi, SEC et SPY sont exprimées chez les plantes tandis que SEC est 

retrouvée chez les mousses et les plantes vasculaires. Les algues vertes et d’autres 

espèces parmi les apicomplexes et les protozoaires expriment une enzyme SPY-like. Ces 

OGTs ainsi que la O-GlcNAcylation semblent fondamentales pour divers processus chez les 

plantes, notamment la réponse aux phytohormones et signaux environnementaux, le 

rythme circadien, le développement, le transport intercellulaire ou l’infection virale 

(Olszewski et al. 2010b).   

1.4.5.1 Les enzymes SPINDLY (SPY) et SECRET AGENT (SEC) 

De manière générale, SPY et SEC sont décrites comme des glycosyltransférases putatives 

de la famille GT41 (EC : 2.4.1.255) selon la classification CAZy. 

https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ec:2.4.1.255




 

56 

1.4.5.2 Rôles de SPY et de SEC chez les plantes 

1.4.5.2.1 En qualité de régulateurs négatifs de la voie de 

signalisation de la gibbérelline (GA) 

 

SPY a été reconnu il y a plusieurs années comme un régulateur négatif de la voie de 

signalisation de la gibbérelline (GA). La GA est une phytohormone tétracyclique 

diterpénoïde qui contrôle la croissance, le développement, la germination et la floraison 

chez les plantes. Trois mutants indépendants et récessifs de SPY, spy-1, spy-2 et spy-3, ont 

été identifiés après confirmation de leur résistance au paclobutrazol, inhibiteur de 

biosynthèse de la GA. Il a pu être démontré que les mutants récessifs de spy étaient 

capables de supprimer toutes les caractéristiques phénotypiques causées par le mutant 

ga1-2 présentant une déficience dans la voie de la GA (Jacobsen & Olszewski 1993).  

Un peu plus tard, cet effet a été également étudié sur un mutant semi-dominant de la GA 

noté gai. Le mutant spy-5, quatrième allèle récessif, situé au locus SPINDLY chez A. 

thaliana montre une partielle suppression du phénotype gai  (Wilson & Somerville 1995). 

Des analyses un peu plus fonctionnelles ont permis de montrer, grâce à l’utilisatioŶ de 

mutants spy, que les TPRs 6, 8 et 9 ainsi que le domaine catalytique C-terminal sont 

nécessaires à la signalisation de la GA (Silverstone et al., 2007). D’uŶ point de vue 

mécanistique, SPY semble supprimer la réponse à la GA par une potentialisation de 

l’aĐtiǀitĠ de RGA (Repressor of ga1-3) (Maymon et al., 2009). RGA fait partie de la famille 

des facteurs de transcription DELLA agissant comme répresseurs. Cette famille possède 

plusieurs membres: GAI (GA Insensitive) qui en collaboration avec RGA bloque l'élongation 

de la tige et l'induction florale; RGL1 (RGA-like 1); RGL2 qui inhibe la germination des 

graines et RGL3. Tous les membres de la famille DELLA répriment la signalisation de la GA 

chez A. thaliana. En revanche, GA dérègle leur activité en favorisant la protéolyse des 

protéines DELLA au travers d’un mécanisme dépendant de SCFSLY1, une ubiquitine ligase 

E3. Il est suggéré que SPY est un répresseur de la signalisation GA en modifiant les 

protéines RGA ou autres protéines DELLA (Steiner et al., 2016). 
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Plus récemment, une étude a montré que les protéines DELLA sont O-GlcNAcylées par SEC 

(Zentella et al., 2016). La glycosylation de RGA inhibe son interaction avec BZR1, PIF3, PIF4 

et JAZ1 qui interviennent dans la signalisation lumineuse, jasmonate et brassinostéroïde 

(Zentella et al., 2016).  

1.4.5.2.2 En qualité de régulateur positif de la signalisation des 

cytokinines 

 

En 2005, une interaction entre la signalisation de la GA et la signalisation des cytokinines 

(CKs) a été décrite (Greenboim-Wainberg et al., 2005). Les CKs sont des phytohormones 

qui favorisent et maintiennent la division des cellules végétales en culture et sont 

également impliqués au cours des divers processus de différenciation, notamment la 

formation de pousses, la photomorphogenèse et la sénescence (Riou-Khamlichi et al., 

1999). La perte de fonction de SPY promeut la résistance à la cytokinine et la gibbérelline 

inhibe la réponse aux cytokinines: SPY agirait à la fois comme répresseur des réponses GA 

et comme régulateur positif de la signalisation des cytokinines (Greenboim-Wainberg et 

al., 2005).  

L’iŶteƌaĐtioŶ des facteurs de transcription de classe 1 TCP (Teosinte Branched-

1/Cycloidea/Proliferating cell factor), facteurs régulant la prolifération cellulaire, et de SPY 

facilite la réponse aux cytokinines des fleurs et des feuilles, en induisant un changement 

de formes des feuilles et le développement du trichome chez A. thaliana (Steiner et al., 

2012). Ceci a pu être démontré par l’iŶteƌaĐtioŶ physique et génétique entre SPY, TCP14 

et son homologue TCP15: SPY semble être nécessaire pour l’aĐtiǀitĠ de TCP14. De plus, 

TCP14 et TCP15 interagissent avec SPY pour promouvoir la réponse aux cytokinines. En 

revanche, l’iŶteƌaĐtioŶ entre les deux facteurs de transcription et SEC Ŷ’a été seulement 

démontrée que par l’eǆpƌessioŶ de la glycosyltransférase chez E. coli. En effet, chez les 

plantes, les mutants sec ne présentent pas de phénotypes suffisants pour étudier la 

signalisation des cytokinines ou l’aĐtiǀitĠ de TCP14 et TCP15 (Steiner et al., 2012).  Plus 

tard, l’iŵpoƌtaŶĐe de l'activité de SPY dans l'accumulation de TCP14 a été démontrée 

(Steiner et al., 2016). Dans cette étude, une mutation dans le domaine catalytique putatif 
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de SPY a favorisé la protéolyse de TCP14 par le protéasome 26S tout en supprimant la 

signalisation des cytokinines. 

1.4.5.2.3 Au cours du rythme circadien 

 Afin d'étudier le rôle des domaines TPRs de SPY localisés dans le domaine N-terminal 

(région d’iŶteƌaĐtioŶ protéine-protéine), le criblage double hybride en levure a été réalisé 

pour identifier les protéines qui interagissent avec SPY. Parmi celles-ci, la protéine 

Gigantea (GI) a été retrouvée (Tseng et al., 2004). Cette protéine nucléaire est impliquée 

dans différents processus: induction de la floraison liée aux journées longues, inhibition de 

l'allongement de l'hypocotyle par la lumière rouge, et rythme circadien. La fonction de GI 

et SPY a été testée en examinant la période de floraison en utilisant les gènes d'expression 

Constans (CO) et du Flowering Locus T (FLT), et la réponse à la lumière rouge des doubles 

mutants spy-4/gi-2. Les auteurs ont également examiné le mouvement des cotylédons de 

plusieurs mutants spy et du double mutant spy-4/gi-2 ils ont démontré que SPY et GI 

travaillent de concert (Tseng et al., 2004). 

1.4.5.2.4 En interaction avec les organismes hôtes 

Pour rappel, les virus ne sont pas capables d’eǆpƌiŵeƌ leur propre OGT. A ce sujet, des 

études génétiques menées chez les plantes ont suggéré que SEC était capable de modifier 

la protéine de capside du Plum pox virus (PPV-CP) et que cette modification jouait un rôle 

dans le processus d’iŶfeĐtioŶ (Chen et al., 2005). PPV-CP est capable d’iŶfeĐteƌ les mutants 

OGT d'Arabidopsis sec-1, sec-2 et spy-3, mais au début de l'infection, les taux de 

propagation et d'accumulation de virus sont réduits chez les mutants sec-1 et sec-2 par 

rapport à spy-3 et les plantes de type sauvage (Chen et al., 2005). 

Bien que ces résultats suggèrent que SEC modifie PPV-CP et que la modification joue un 

rôle dans l'infection, les résultats n'excluent pas la possibilité que la mutation de SEC 

agisse indirectement pour bloquer la modification de PPV-CP. Dans cette étude, 

l'hypothèse selon laquelle SEC modifie directement PPV-CP est soutenue par l’oďseƌǀatioŶ 

que SEC produite chez E. coli modifie PPV-CP. Enfin, une approche par mutagenèse 
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dirigée, a permis de démontrer que SEC modifie quatre acides aminés différents proche 

de l'extrémité N-terminale de la protéine (Kim et al., 2011). 

1.4.5.2.5 Par la régulation de l’aĐtivitĠ des histones lysine 

méthyltransférases 

Bien que le rôle de la O-GlcNAcylation en termes d’Ġpigénétique ait été décrit chez les 

animaux (Lewis & Hanover, 2014; Hanover et al., 2012), cette hypothèse Ŷ’a pas été 

explorée chez les plantes. Très récemment, une équipe a mis en évidence la participation 

de SEC comme régulateur positif de l’activité des histones méthyltransférases (HKMT) 

chez A. thaliana (Xing et al., 2018). La perte d’expression de cette enzyme provoque un 

phénotype de floraison précoce; SEC semble activer l’histoŶe Arabidopsis homolog of 

Trithorax-1 (ATX1) (Xing et al., 2018).  

Dans cette étude, les auteurs ont étudié l'effet de la perte de fonction OGT SEC sur la 

régulation du temps de floraison en utilisant un mutant null, sec-5, chez Arabidopsis. Ce 

mutant présente un phénotype de floraison précoce avec une expression régulée à la 

baisse du FLC codant un régulateur négatif clé de la floraison (Xing et al., 2018). Des  

études biochimiques et génétiques ont indiqué que l'histone méthyltransférase ATX1 est 

activée de manière dépendante à la O-GlcNAcylation: cette modification est donc 

fondamentale dans la régulation de l’aĐtiǀité de HKMT chez les plantes (Xing et al., 2018). 

1.4.5.2.6 SPY perd son statut d’OGT  

Bien que plusieurs publications aient montré l’iŵpoƌtaŶĐe de la putative OGT SPY, en 

2017, Zentella et collaborateurs ont démontré que bien que SPY régule de manière 

négative la signalisation GA, tandis que SEC la régule positivement, il est apparu que SPY 

ne portait pas d’aĐtiǀitĠ  GlcNAc transférases (Zentella et al., 2017).  

En revanche, les auteurs ont découvert que SPY portait une toute autre activité 

glycosyltransférasique de type O-Fucosyltransférase (Zentella et al., 2017). Ceci a pu être 

prouvé après analyse par spectrométrie de masse des produits issus de la catalyse 

enzymatique, et détermination de l’aĐtiǀitĠ catalytique de SPY in vitro. Cette O-
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Fucosylation semble stimuler l’aĐtiǀitĠ de la protéine DELLA, en s’opposaŶt au rôle par SEC 

(fonction inhibitrice)(Zentella et al., 2017).
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2. Résultats des travaux personnels 

2.1  La O-GlcNAcylation chez Plasmodium falciparum 

Pendant ma thèse, j’ai eu la chance de participer à un projet portant sur Plasmodium 

falciparum en collaboration avec le Pr. Ralph Schwarz et Mattis Kupferschmid de 

l’UŶiǀeƌsité Philipps à Marburg (Allemagne). Ces travaux ont été valorisés par une 

publication dans Malaria Journal que j’ai signé en second auteur (Kupferschmid et al. 

2017) (article 2 en annexe 2). 

Plasmodium falciparum est l’ageŶt responsable du paludisme également appelé malaria. 

Bien que le taux de décès relatif à cette pathologie ait diminué de 50% au cours des 15 

dernières années, 400.000 personnes, pour la plupart des enfants, succombent encore 

chaque année du paludisme. Malheureusement si de nouvelles solutions thérapeutiques 

ne sont pas trouvées d’iĐi peu il se pourrait que le paludisme reparte à la hausse ces 

prochaines années. Cet échec quasi programmé fait suite à une série de résistances contre 

la chloroquine, le DDT et les artémisinines. Comme nous l’aǀoŶs vu dans la partie 

généralités de ce manuscrit, nous en reparlerons d’ailleuƌs pour Toxoplasma gondii, les 

modifications post-traductionnelles des protistes pourraient offrir de nouvelles pistes de 

recherche très intéressantes en termes de lutte contre les maladies parasitaires. 

Au cours de notre étude avec l’ĠƋuipe de Marburg nous avons focalisé l’aŶalǇse de la O-

GlcNAcylation chez P. falciparum. Cette modification avait été rapportée pour la toute 

première fois chez P. falciparum par l’ĠƋuipe du Pr. Ralph Schwarz il y a 25 ans (Dieckman-

Schuppert et al., 1993) et plus récemment par mon équipe qui s’Ġtait intéressée à ce 

parasite en caractérisant son O-GlcNAcome (Perez-Cervera et al., 2011). 

Grâce à des techniques de chimie-click et d’eŶƌiĐhisseŵeŶt sur lectine nous avons réussi à 

identifier sans ambiguïté treize protéines O-GlcNAcylées chez P. falciparum parmi 

lesquelles l’aĐtiŶe; l’heǆokiŶase, la fructose-bisphosphate aldose, la phosphoglycérate 

kinase, et l’ĠŶolase acteurs de la glycolyse; la myosine-A; la caséine kinase 1 et Hsp70. 
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Nous avons pu prouver que P. falciparum disposait de son propre stock d’UDP-GlcNAc 

indispensable aux processus de glycosylation et en particulier de O-GlcNAcylation.  Enfin, 

les profils de O-GlcNAcylation entre le stade trophozoïte et ring différent quelque peu: le 

cycle de vie de P. falciparum régule probablement l’eǆpƌessioŶ et/ou l’aĐtiǀitĠ d’uŶe OGT 

endogène ou de l’hôte, ou la disponibilité en UDP-GlcNAc en fonction du stade. 

Notre recherche d’OGT chez P. falciparum est restée infructueuse en ce sens Ƌu’auĐuŶ 

équivalent en termes de séquence génique Ŷ’a été retrouvé dans la base de données 

PlasmoDB. Ceci suggère soit que la séquence d’OGT chez le parasite est structuralement 

très différente de ce qui est connu actuellement sur les OGTs de mammifères, ou que 

l’apiĐoŵpleǆe utilise pour ses réactions de O-GlcNAcylation, l’OGT de la cellule hôte, ce 

qui nous semble assez improbable du fait de la compartimentalisation des deux milieux 

intracellulaires. 

2.2  Sujet de recherche 1 : Caractérisation moléculaire de la O-

GlcNAcylation et de l’OGT chez l’apiĐoŵpleǆe Toxoplasma 

gondii 

2.2.1 Contexte de l’Ġtude 

Comme nous l’aǀoŶs souligné auparavant, une large part de la population est infectée par 

Toxoplasma, touchant principalement les femmes enceintes et les personnes 

immunodéprimées. Malgré d'énormes efforts pour comprendre la biologie de ce parasite, 

il n'existe aucun traitement ou vaccin efficace à 100%. 

Puisque la O-GlcNAcylation est impliquée dans toute une pléthore de processus 

biologiques fondamentaux, et Ƌu’elle touche une large variété d’oƌgaŶisŵes, des bactéries 

aux mammifères en incluant les apicomplexes comme l’aǀait montré précédemment mon 

équipe (Perez-Cervera et al., 2011), nous nous sommes intéressés au O-GlcNAcome de T. 

gondii.  En effet, les premiers résultats rapportés par cette publication nous ont amenés à 

poser plusieurs questions quant à l’ideŶtitĠ de ces protéines potentiellement O-
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GlcNAcylées : ces protéines interviennent-elles dans le cycle de vie de l’apiĐoŵpleǆe et 

dans sa pathogénicité. Lorsque j’ai démarré ce projet, une telle identification des 

protéines O-GlcNAcylées chez ce parasite n'avait pas été entreprise, et de manière plus 

large aucun O-GlcNAcome de protiste Ŷ’aǀait été décrit. 

Ainsi, par le biais de différentes approches alliant outils biochimiques et protéomiques 

nous avons pu identifier toute une série de protéines cibles de l’OGT et échafauder tout 

un ensemble d’hǇpothğses concernant leurs fonctions potentielles dans les mécanismes 

de développement parasitaire ou d'infection de cellule hôte, offrant de nouvelles cibles 

thérapeutiques intéressantes contre la toxoplasmose. 

2.2.2 Objectifs du projet 

Plusieurs O-GlcNAcomes ont été décrits pour divers modèles cellulaires ou organismes 

biologiques (Cieniewski-Bernard et al., 2004; Dehennaut et al., 2008; Gurcel et al., 2008; 

Ma & Hart, 2014; Vercoutter-Edouart et al., 2015; Kupferschmid et al., 2017; Xu et 

al.,2017; Woo et al., 2018). Pour cela les auteurs de ces différentes études ont utilisé 

toute une panoplie d’outils et d’appƌoĐhes différentes plus ou moins simples à mettre en 

œuǀƌe et plus ou moins spécifiques de la O-GlcNAcylation. En l’effet, l’eǆisteŶĐe de 

nombre de glycosylations différentes, y compris chez T. gondii telle que nous l’aǀoŶs 

décrite dans la section généralités, incite à la prudence quant à la caractérisation 

moléculaire et à l’ideŶtifiĐatioŶ de protéines O-GlcNAcylées. 

Les principaux objectifs de ce travail ont été les suivants : 

 Caractériser un peu plus le O-GlcNAcome de T. gondii avec différents outils et aller 

un peu plus loin que l’Ġtude préalablement menée par l’ĠƋuipe (Perez-Cervera et 

al., 2011).  

 Identifier les protéines O-GlcNAcylées chez T. gondii par deux approches 

protéomiques distinctes. 

 Comprendre le rôle que pourrait jouer cette modification dans la biologie du 

parasite et le processus d’iŶfeĐtioŶ. 
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2.2.3 Résultats  

Pour mieux caractériser le O-GlcNAcome de T. gondii nous avons utilisé plusieurs 

approches de biochimie routinières dans l’ĠƋuipe telles que la détection par anticorps 

anti-O-GlcNAc (RL2) en immunoblotting (Fig. 17A) et immunofluorescence (Fig. 17B), 

l’eŶƌiĐhisseŵeŶt sur la lectine sWGA immobilisée sur billes (Fig. 17C) et par chimie-click 

(Fig. 17D). Ces outils permettent de visualiser les protéines O-GlcNAcylées chez les 

parasites et chez les cellules hôtes (HFF, human foreskin fibroblast, et cellules VERO issues 

de rein de singe vert d’AfƌiƋueͿ dans lesquelles T. gondii a été produit. Cette série 

d’eǆpĠƌieŶĐes montre que les profils O-GlcNAcylés sont à la fois différents entre T. gondii 

et les cellules de mammifères servant à les reproduire et, en partie, assez proches 

suggérant que la O-GlcNAcylation affecte des familles de protéines identiques entre 

protistes et cellules animales d’oƌgaŶisŵes supérieurs. L’aďseŶĐe de contamination cellule 

hôte-parasite est avérée par le Western blot anti-tubuline indiquant une différence de 

masse de la protéine microtubulaire entre les organismes (Fig. 17A) et les profils 

protéiques globaux tel celui présenté figure 17 (Fig. 17C). Aussi, la spécificité de l’aŶticorps 

RL2 a été assurée par co-incubation avec de la GlcNAc libre à 0,5 M tant en Western blot 

(Fig. 17A) Ƌu’en immunofluorescence (Fig. 17B). 

L’utilisatioŶ de la lectine sWGA couplée aux billes d’agaƌose nous a permis d’eŶƌiĐhiƌ des 

protéines glycosylées à partir d’eǆtƌaits totaux de T. gondii ainsi que de la cellule hôte 

VERO (Fig. 17C). La sWGA est une lectine modifiée par un groupement succinyle qui 

l’eŵpġĐhe de se lier aux acides sialiques (la WGA « classique » montrant une double 

spécificité GlcNAc/NeuAc) et de ne détecter que les protéines potentiellement O-

GlcNAcylées. 

En chimie-click,  la détection de protéines O-GlcNAcylées-clickées est réalisée par l’avidine 

HRP, l’aďseŶĐe d’UDP-GalNAz permettant de différencier les protéines naturellement 

biotinylées (sans UDP-GalNAz) de celles spécifiquement marquées sur des résidus de 

GlcNAc au cours de l’eǆpĠƌieŶĐe (avec UDP-GalNAz) (Fig. 17D).  
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Ce travail a fait l’oďjet de la publication d’uŶe publication (présentée en annexe 3): 

Apart from rhoptries, identification of Toxoplasma gondii’s O-GlcNAcylated proteins 

reinforces the universality of the O-GlcNAcome.  

Moyira Osny Aquino-Gil, Mattis Kupferschmid, Hosam Shams-Eldin, Jörg Schmidt, Nao 

Yamakawa, Marlène Mortuaire, Frédéric Krzewinski, Stéphan Hardivillé, Edgar Zenteno, 

Christian Rolando, Fabrice Bray, Eduardo Pérez Campos, Jean-François Dubremetz, Yobana 

Perez-Cervera, Ralph T. Schwarz, Tony Lefebvre. 

 

2.2.4 Discussion 

La O-GlcNAcylation Ŷ’a cessé d’Ġǀeilleƌ la curiosité depuis sa toute première description 

dans la première moitié des années 1980. Beaucoup d’ĠƋuipes scientifiques se sont 

intéressées à sa distribution et ses fonctions mais essentiellement sur des lignées 

cellulaires en culture et des modèles animaux. Malgré cela, l’eǆpƌessioŶ et l’aĐtiǀitĠ de 

l’OGT ont été observées dans quasiment tout le monde du vivant à l’eǆĐeptioŶ de la 

levure, et bien que nous émettons des doutes quant à sa fonction en qualité de N-

acétylglucosaminyltransférase chez les plantes (comme nous le verrons dans le chapitre 

suivant). 

Aussi, peu de choses ont porté sur des organismes appartenant aux protistes. Au cours de 

ma thèse je me suis plus particulièrement intéressée à deux d’eŶtƌe eux : Plasmodium 

falciparum, comme mentionné en début de chapitre (Kupferschmid et al., 2017), et 

Toxoplasma gondii, agents responsables du paludisme et de la toxoplasmose 

respectivement. C’est T. gondii qui a occupé une plus grande partie de mon temps de 

recherche (Aquino-Gil et al., 2018). 

Il est important de garder à l’espƌit que la toxoplasmose reste une des maladies les plus 

contagieuses en France avec un taux de séroprévalence chez la femme enceinte de près 

de 54% avec toutes les conséquences dramatiques que cela impose sur le fœtus. Ajoutons 

que la population mondiale serait infectée pour un tiers par T. gondii ; cela touche en 

particulier les personnes immunodéprimées, la toxoplasmose cérébrale étant responsable 
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d’uŶe forte morbidité et mortalité chez les patients souffrant du sida. La toxoplasmose 

reste donc un véritable problème de santé publique majeur. Il y a urgence à identifier de 

nouvelles cibles thérapeutiques et à trouver de nouveaux traitements de sorte en enrayer 

les désastres sanitaires dont elle est responsable notamment dans les régions où l’aĐĐğs 

au dépistage et à l’aďseŶĐe de soins se fait le plus ressentir. 

L’ensemble de nos analyses protéomiques ont mis en évidence la O-GlcNAcylation de 

nombreuses protéines impliquées dans une large gamme de fonctions biologiques chez T. 

gondii (protéines de choc thermique, enzymes glycolytiques, protéines ribosomales, 

acteurs de la synthèse protéique et du métabolisme des lipides). Ainsi, la plupart des 

protéines O-GlcNAcylées identifiées dans notre étude avaient été rapportées dans 

d'autres modèles renforçant l’iŵpoƌtaŶĐe et la conservation du O-GlcNAcome chez 

diverses espèces, et donc en quelque sorte son universalité.  

Néanmoins, en marge de ces protéines que nous pourrions considérer comme 

conventionnelles, nos analyses protéomiques ont révélé des protéines beaucoup plus 

spécifiques des apicomplexes, en particulier de T. gondii. Celles nous apparaissant les plus 

intéressantes sont impliquées dans le processus d'infection: protéines rhoptries, protéines 

des micronèmes et protéines des granules denses, toutes faisant partie d'organites de 

sécrétion et caractéristiques de la motilité des apicomplexes (Fig. 21). Les protéines 

rhoptries, ou rhoptries plus simplement, interviennent au cours de l’iŶǀasioŶ de la cellule 

hôte. Elles trafiquent par le reticulum endoplasmique puis l’appaƌeil de Golgi avant d’ġtƌe 

adressées dans des organites sécrétoires; pour cette raison nous proposons l’hǇpothğse 

selon laquelle ces protéines seraient modifiées par la EOGT, contrôlant une seconde 

forme de O-GlcNAcylation et affectant les protéines de la voie de sécrétion, plutôt que 

l’OGT conventionnelle, nucléocytoplasmique (Fig. 21). Deux autres études menées par des 

équipes différentes avaient identifié les rhoptries en qualité de glycoprotéines, l’uŶe par 

chromatographie d’affiŶitĠ sur lectine, l’autƌe par incorporation de dérivés sucrés 

métabolisables par le parasite (Nazarova et al., 2016). Bien que la fonction spécifique de la 

glycosylation des rhoptries, et autres protéines confinées dans les organites de sécrétion 

tels que micronèmes et granules denses et cruciales pour les processus d’iŶfeĐtioŶ, Ŷ’ait 
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pas été exploitée, il serait intéressant de déterminer si une interférence avec leur statut 

O-GlcNAcylé réduit la motilité et l'invasion de T. gondii. 

Aussi, puisque cette modification est intimement reliée au statut nutritionnel il serait 

intéressant de considérer le rôle de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt métabolique, de l’aĐĐğs aux 

nutriments du parasite dans ses capacités à infecter la cellule hôte. La O-GlcNAcylation 

interférant avec les niveaux d’eǆpƌessioŶ de nombreuses protéines en particulier au 

niveau de la résistance à la dégradation (Ruan et al. 2013; Stéphanie Olivier-Van Stichelen 

et al. 2014; Baldini et al. 2016), tester cette hypothèse sur la stabilité des rhoptries et 

autres micronèmes serait tout à fait à propos. L’utilisatioŶ d’inhibiteurs du cycle de la O-

GlcNAcylation comme l’AĐ4-5SGlcNAc ou le Thiamet G permettait de déterminer ou, tout 

au moins, d’appƌoĐheƌ le rôle joué par la glycosylation au cours du processus d’iŶfeĐtioŶ 

de T. gondii. 

Si la EOGT pourrait être responsable de la glycosylation des rhoptries (et potentiellement 

d’autƌes protéines de la voie de sécrétion impliquées dans le processus d’iŶfeĐtioŶ par T. 

gondii) et, bien que rien ne prouve que ce soit elle, si tant est Ƌu’elle existe chez 

l’apiĐoŵpleǆe, qui soit responsable de cette modification, nous ne connaissons presque 

rien non plus sur l’OGT nucléocytoplasmique. En 2011, mon équipe avait pointé une OGT 

putative, tgOGT, très proche de SPY exprimée chez les plantes (Perez-Cervera et al., 2011).  

En effet, mes collègues avaient montré que la séquence TGGT1_112580 chez T. gondii 

montrait 40% d’ideŶtitĠ avec SPY de pleine longueur et 50% en limitant l’ideŶtitĠ à la 

région C-terminale portant les domaines catalytiques CDI et CDII. Or puisque SPY a été 

retirée de la liste des OGTs (Zentella et al., 2017), l’oĐĐuƌƌeŶĐe d’uŶe OGT chez ce parasite 

reste sujette à question même si une activité O-GlcNAc transférase a pu être mesurée 

(Perez-Cervera et al., 2011). Ce point fait partie des interrogations en suspens sur ce 

projet. 
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2.3 Sujet de recherche 2: Mise en évidence de la O-

GlcNAcylation et de l’OGT chez les modèles végétaux 

Arabidosis thaliana et Chlamydomonas reihnardtii 

2.3.1 Contexte de l’Ġtude 

Comme nous l’aǀoŶs décrit dans la section généralités, Arabidopsis thaliana est une petite 

plante de la famille des Brassicaceae très utilisée comme modèle végétal; il sert en effet à 

étudier tout un ensemble de processus biologiques liés aux plantes supérieures. Ce 

modèle est pratique car il possède un cycle de vie court et, d’uŶ point de vue génétique, 

son génome est assez facile à travailler. De même, Chlamydomonas reinhardtii est une 

algue verte unicellulaire également très utilisée en qualité de modèle biologique. 

JusƋu’à récemment, il semblait que ces deux modèles exprimaient, en accord avec des 

alignements de séquences de divers organismes, deux formes d’OGT chez A. thaliana (SPY 

et SEC), et de manière intéressante une OGT-like qui semblait être plus proche de SPY que 

de SEC chez C. reinhardtii. Néanmoins, SPY ne ferait plus faire partie des OGTs puisƋu’uŶe 

équipe Américaine a démontré en 2017 Ƌu’il s’agissait d’uŶe O-Fucosyltransférase 

(Zentella et al., 2017). Bien que l’eǆpƌessioŶ de SPY et SEC ait été largement décrite chez 

les végétaux, et que son implication dans différents processus biologiques chez A. thaliana 

soit bien documentée, nous nous sommes intéressés au O-GlcNAcome végétal et à 

l’iŵpaĐt d’uŶe déficience de l’eǆpƌessioŶ de ces enzymes au cours du processus de 

développement chez les plantes.  

2.3.2 Objectifs du projet 

Bien que plusieurs études semblent pointer l’eǆisteŶĐe de la O-GlcNAcylation chez des 

modèles végétaux depuis plusieurs années, aucune d’eŶtƌe elles Ŷ’a jamais clairement 

montré de profil de O-GlcNAcylation avec quelque outil que ce soit, même si récemment 

une analyse protéomique prétend identifier toute une série de protéines O-GlcNAcylaées 

chez A. thaliana (Xu et al., 2017). Ce manque de preuve nous a intrigués. Nous avons alors 
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entrepris par le biais d’approches biochimique, protéomique et génétique, la détection et 

l’Ġtude de protéines potentiellement O-GlcNAcylées au cours de son cycle de vie.    

Les objectifs de ce projet ont été les suivants : 

 Détecter les protéines O-GlcNAcylées par des approches biochimiques dans des 

souches sauvages et mutantes OGT d’Arabidopsis thaliana et Chlamydomonas 

reinhardtii. 

 Identifier les changements phénotypiques au cours de la croissance d’Arabidopsis 

thaliana. 

 Forcer la voie de biosynthèse des hexosamines par culture d’A. thaliana en milieu 

gélosé. 

 Mesurer l’aĐtiǀitĠ catalytique des OGTs, SPY et SEC, en exprimant des formes 

enzymatiques recombinantes dans un modèle cellulaire animal. 

2.3.3 Résultats 

2.3.3.1 Caractérisation de la O-GlcNAcylation chez A. thaliana 

par différentes approches protéomiques 

Les gènes codants SPY et SEC chez A. thaliana se localisent sur le chromosome III au locus 

AT3g11540 et AT3g04240 respectivement. Les mutants ont été obtenus par insertion 

aléatoire d’uŶ fragment d’ADN-T exogène dans le génome de différents écotypes 

d’Arabidopsis tels que Columbia (Col-0) pour spy, sec et cgl ou Wassilewskija (WS) pour 

sec (TAIR database). Les graines reçues ont été analysées pour s’assurer du caractère 

homozygote du mutant. Cette étape préalable est nécessaire afin de pouvoir procéder au 

phénotypage de la lignée d’iŶtĠƌġt. 

Des extraits totaux d’A. thaliana ont été analysés par SDS-PAGE suivi d’uŶ transfert des 

protéines sur membrane de nitrocellulose (Western blot). Des extraits totaux de cellules 

humaines ont été utilisés comme contrôle positif. Les échantillons ont ensuite été incubés 

avec deux anticorps spécifiques de la O-GlcNAcylation (RL2 et CTD 110.6) (Fig. 22). Comme 
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2.3.3.3 Analyse en condition forcée d’aĐtivatioŶ d’HBP par 

culture d’A. thaliana en milieu gélosé 

Puisque nos analyses du O-GlcNAcome d’A. thaliana indiquent que les niveaux de O-

GlcNAcylation chez ces modèles est très faible, voire inexistant, nous avons entrepris des 

cultures d’A. thaliana en milieu gélosé dans les lesquels nous avons fait varier les 

concentrations en glutamine et en glucosamine, deux substrats de la voie des 

hexosamines (Fig. 8). L’oďjeĐtif était de savoir si ces deux substrats sont capables en 

forçant cette voie d’augŵeŶteƌ les niveaux de O-GlcNAcylation.  

Pour ce faire, des graines d’A. thaliana (wt Col-O et mutants spy et sec) ont été déposées 

en milieu gélosé avec différentes concentrations de Glutamine (substrat de la GFAT) ou de 

Glucosamine (« hijacking » de la voie, Fig. 8). Nous ne montrerons ici que les images des 

plants cultivés en milieu gélosé enrichi en glucosamine (Fig. 26). Comme nous pouvons 

l’oďseƌǀeƌ en figure 26, il Ŷ’Ǉ a pas de différence apparente pour la souche sauvage et le 

mutant sec, par contre le mutant spy semble moins bien résister aux plus fortes 

concentrations en glucosamine. Au cours de la même série d’eǆpĠƌieŶĐes nous avons 

ajouté une troisième condition de traitement, à savoir des concentrations croissantes en 

Thiamet-G (inhibiteur d’OGAͿ (Fig. 27) ainsi Ƌu’uŶ traitement par stress salin 

(concentrations croissantes en NaCl) (Fig. 28) afin de déterminer si, comme cela avait été 

démontré pour la N-glycosylation, ce type de stress impacte sur le niveau de O-

GlcNAcylation. “’il ne semble pas y avoir d’effet notable du Thiamet-G sur la croissance 

des plants d’A. thaliana, hormis pour le mutant spy à la concentration la plus élevée (Fig. 

27), le NaCl apparait plus toxique, et ce de manière dose-dépendante, pour la souche 

sauvage Col-O et les trois mutants sec, spy et cgl-1, ce dernier montrant plus de sensibilité 

au stress salin (Fig. 28). 
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D’uŶe manière assez similaire à ce que nous avons pu observer pour A. thaliana, nous 

constatons que l’aŶtiĐoƌps RL2 (Fig. 31) ne détecte aucune protéine chez l’algue en 

comparaison du témoin cellule de mammifère en culture. Le CTD110.6 met en évidence 

quelques bandes qui, de manière surprenante, ne sont pas abrogées pour le mutant spy-

like. Ici encore nous tenons à mettre en garde sur la spécificité de cet anticorps. 

La réaction par chimie-click indique un marquage dans la condition où l’UDP-GalNAz a été 

ajouté, beaucoup moins loƌsƋu’il est omis, démontrant la spécificité de réaction (Fig. 32).  

Néanmoins, la digestion par la PNGase abolit une majorité du signal (la réaction 

enzymatique ne semble pas avoir été totale) indiquant que très probablement la réaction 

de chimie-click a mis en évidence des résidus de GlcNAc en position terminale non-

réductrice de N-glycanes. Même si les résultats sur C. reinhardtii semblent moins nets que 

pour A. thaliana, ces quelques expériences semblent également mettre en doute 

l’eǆisteŶĐe de la O-GlcNAcylation chez cet organisme. 

2.3.4 Matériels et méthodes 

2.3.4.1 Conditions de culture d’Arabidopsis thaliana en serre  

Les graines d’A. thaliana, écotypes Columbia (Col-0) et Wassilewskija (WS) ainsi que les 

mutants spy, sec et cgl-1 ont été stratifiées pendant 72 h dans une solution de phytagel à 

0,1% (m/v) à 4°C et à l’oďsĐuƌitĠ. Les graines ainsi traitées ont été ensemencées dans des 

plateaux de culture  contenant du terreau à une température constante de 22°C et 

soumises à des cycles lumière/obscurité de 16h/8h. Les échantillons ont été collectés 

après 22 jours et conservés à -80°C avant analyse. 

2.3.4.2 Conditions de culture d’Arabidopsis thaliana en milieu 

gélosé 

Les graines d’A. thaliana ont été aseptisées et ensemencées sur milieu gélosé a 9% (m/v) 

contenant un milieu de base (Murashige and Skoog medium). Les graines ont été 

stratifiées pendant 72 heures à 4°C et à l’oďsĐuƌitĠ puis incubées en phytotron à une 
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température constante de 22°C et soumises à des cycles lumière 16 heures et à 20°C en 

obscurité pour 8h.  

2.3.4.3 Extraction des protéines, SDS-PAGE et Western Blot 

Les échantillons de plantes récoltées ont été homogénéisés dans un tampon de lyse 

contenant 10 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% (v/v) Triton X-100, 0.5% (m/v) 

sodium désoxycholate, 0.1% (m/v) SDS, pH 7,4, puis centrifugés à 20,000 g pendant 10 

min à 4°C. Après dosage des protéines, les échantillons ont été analysés par SDS-PAGE 

suivi d’uŶ transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose (Western blot). Les 

membranes ont ensuite été saturées avec une solution de lait écrémé à 5% (m/v) dans 

TBS-Tween (15 mM Tris/HCl, 140 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween, pH 8.0), puis incubées 

avec des anticorps primaires toute la nuit à 4°C dilués dans le TBS-Tween. Après plusieurs 

lavages au TBS-Tween, les membranes ont été incubées avec des anticorps secondaires 

couplés à la peroxydase anti-souris ou anti-lapin dilués au 1/10.000 dans le TBS-Tween 

couplés à la peroxydase pour 1 h à température ambiante. Après plusieurs lavages au TBS-

Tween, la détection a été effectuée par réaction chimioluminescente en incubation avec 

une solution d’ECL. 

2.3.4.4 Marquage des protéines O-GlcNAcylées par réaction de 

chimie-click 

Des extraits totaux de protéines végétales (environ 200 µg) ont été soumis à une 

précipitation chloroforme/méthanol. Le marquage enzymatique a été réalisé en accord 

avec les instructions du kit Click-IT™ O-GlcNAc Enzymatic Labeling System (C33368) 

(Invitrogen). L’alpha-cristalline a été utilisée en contrôle positif. Le contrôle négatif 

quant à lui a consisté à omettre l’UDP-GalNAz dans une des conditions de 

marquage. Les échantillons ont ensuite été marqués à la biotine-alcyne en suivant les 

instructions du kit Click-IT™ Protein analysis detection - Biotine alkyne (C33372). Les 

protéines marquées (40 µg par condition) ont été résolues par SDS-PAGE puis transférées 



 

86 

sur membrane de nitrocellulose.  La détection des protéines clickées a été réalisée grâce à 

une incubation par l’aǀidiŶe couplée à la peroxydase. 

2.3.4.5 Enrichissement des extraits végétaux sur sWGA-

immobilisée sur billes d’agaƌose  

Après extraction, 500 µg de protéines ont été incubées en présence de sWGA immobilisée 

sur billes d’agaƌose toute la nuit dans un tampon contenant 10 mM Tris/HCl, 100 mM 

NaCl, 0.4% (m/v) sodium désoxycholate, 0.3% (m/v) SDS et 0.2% (v/v) Nonidet P-40. Les 

billes ont été ensuite lavées à quatre reprises dans le même tampon avec ou sans GlcNAc 

à 0.5 M. Les échantillons ont été repris dans de du tampon de Laemmli et la totalité a été 

analysée par SDS-PAGE. 

2.3.4.6 Cinétique de croissance d’Arabidopsis thaliana 

Après semi des différents fonds génétiques Col-0 et WS, et des différents mutants d’A. 

thaliana, les parties aériennes des plantes ont été prélevées (trois plants par condition et 

par prélèvement) aux périodes de temps indiquées. La masse totale a été mesurée et 

analysée par représentation graphique.  

2.3.5 Discussion 

A l’iŶstaƌ des animaux et des procaryotes, les végétaux possèdent leur propre panoplie de 

modifications post traductionnelles. Chez les plantes, ces modifications sont impliquées 

dans le développement, la croissance, la signalisation, la défense contre les pathogènes et 

la réponse aux différents stress et stimuli. 

Lorsque j’ai démarré ce projet tout portait à penser que les plantes étaient également 

capables de réaliser des processus de O-GlcNAcylation, plusieurs articles ayant été publiés 

sur le sujet et plus spécifiquement sur les deux OGTs potentielles SPY et SEC (Hartweck et 

al., 2002; Chen et al., 2005; Hartweck et al., 2006; Olszewski et al., 2010; Zentella et al., 

2016). Il avait été rapporté dans la littérature que les plantes mutantes pour ces deux 

enzymes présentaient des modifications phénotypiques, les deux OGTs étant nécessaires 
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Si on peut remettre en cause l’effiĐaĐitĠ des anticorps à croiser avec des protéines 

végétales, les expériences de chimie-click écartent tout doute à ce propos. Néanmoins et 

afin d’ġtƌe parfaitement au clair sur ce problème nous allons réaliser des analyses par la 

méthode des itols-acétate (Lefebvre et al., 2001). Cette approche, très différente de celles 

utilisées dans nos études, fait appel à une bêta-élimination en conditions réductrices, à 

une peracétylation des produits et à leur analyse par chromatographie en phase gazeuse. 

Cette technique devrait définitivement infirmer l’oĐĐuƌƌeŶĐe de la O-GlcNAcylation chez 

les végétaux. 

A la période où nous tentions de mettre en évidence la O-GlcNAcylation chez A. thaliana 

et C. reinhardtii, nous avons amorcé, avec le concours du Dr. Fabrice Wattebled de 

l’ĠƋuipe « glycobiologie végétale », des expériences de croissance sur des souches 

sauvages et mutantes SPY ou SEC d’A. thaliana. Cette plante offre en effet l’aǀaŶtage, en 

plus d’aǀoiƌ un génome séquencé et annoté, de posséder toute une batterie de mutants 

obtenus par insertion aléatoire d’ADN-T et disponibles à coût intéressant. Cependant, 

aucun changement morphologique significatif Ŷ’a pu être observé quelque soient les 

conditions de culture, en serre ou en conditions contrôlées en phytotron, à l’eǆĐeptioŶ du 

mutant sec cultivé en phytotron. Concernant les cinétiques de croissance nous Ŷ’aǀoŶs 

pas été capables de montrer de changement clairement reproductible pour les mutants 

cultivés en serre ; néanmoins des différences significatives ont été observées pour la 

culture en phytotron, les mutants sec et spy exhibant un retard de croissance en 

comparaison à leur fond génétique sauvage respectif (un mutant cgl-1 déficient en GNT1 a 

été utilisé en contrôle). Ces expériences semblent donc indiquer, sans considérer les 

cultures en serre plus difficiles à contrôlées et soumis à nombre d’alĠas extérieurs, que 

SPY et SEC impactent bien la croissance végétale sans pour autant en expliquer clairement 

les raisons. 

Afin de pouvoir influer sur les conditions de culture nous avons opté pour des conditions 

de culture en milieu gélosé. Des analyses visant à forcer la voie de biosynthèse des 

hexosamines par culture en milieu enrichi en glucosamine (court-circuitant l’Ġtape 

limitante d’HBP catalysée par la GFAT) ou en glutamine (un des deux substrats de la GFAT) 
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(Steenackers et al., 2016) Ŷ’oŶt pas permis d’oďseƌǀeƌ de différence morphologique 

flagrante sur nos différentes souches d’A. thaliana; seule une toxicité de la glucosamine 

est à relever pour le mutant spy aux plus fortes concentrations. Cet effet délétère de la 

glucosamine est connu pour les cellules de mammifères en culture, l’eǆĐğs de glucosamine 

déplétant l’ATP cellulaire du fait d’uŶe phosphorylation active de l’heǆosaŵiŶe en 

glucosamine-6-phosphate. L’aŶalǇse des plantes cultivées dans ces conditions par 

Western blot Ŷ’a pas montré d’augŵeŶtatioŶ de la O-GlcNAcylation. Le peu d’effiĐaĐitĠ de 

transport de ces nutriments pas les racines d’A. thaliana et par conséquent la faible 

activation de la voie des hexosamines peut expliquer en partie ce manque d’effet. Les 

dosages d’UDP-GlcNAc sur les plantes cultivées en glucosamine ou en glutamine Ŷ’oŶt pas 

apporté de réponse concrète bien que le nucléotide sucre soit détectable chez la plante. 

D’autƌes cultures en gélose ont été réalisées avec des concentrations croissantes en 

Thiamet-G, inhibiteur d’OGA. Aucun effet Ŷ’a pu être non plus observé sachant Ƌu’à ce 

moment aucune étude ne prouve l’eǆisteŶĐe d’uŶe O-GlcNAcase nucléocytoplasmique 

chez les plantes. 

Enfin un stress salin a été infligé aux plantes en culture en milieu gélosé. La O-

GlcNAcylation répond de manière dynamique a tout un ensemble de stress, Ƌu’il soit 

osmotique, thermique, oxydatif ou toxique induit par les métaux lourds (Zachara et al., 

2004; Guinez et al., 2007). Nous avons observé cet effet toxique pour les différentes 

souches avec un effet plus prononcé sur le mutant cgl-1. Malgré tout, l’aŶalǇse par 

Western blot des extraits de plantes Ŷ’a pas permis de révéler, ici non plus, de hausse de 

O-GlcNAcylation (résultats non montrés). L’eŶseŵďle de ces expériences réalisées en 

milieu gélosé Ŷ’a donc pas permis de détecter de O-GlcNAcylation.  

La question que nous nous sommes posés tout naturellement a été de savoir, même si 

pour SPY la démonstration semblait avoir été faite (Zentella et al., 2017), si les enzymes 

possèdent une réelle activité de O-GlcNAc transférase. Nous avons, pour ce faire, réalisé le 

clonage de SPY et de SEC en vecteur eucaryote mammifère, et puisƋu’auĐuŶ anticorps 

dirigé contre ces enzymes ne soit réellement disponible nous avons étiqueté les enzymes 

avec un « tag » de type « Flag ». En premier lieu notre choix de modèle d’eǆpƌessioŶ s’est 
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porté sur des fibroblastes de souris (MEF, mouse embryonic fibroblast) inductibles au 

tamoxifène afin d’aďƌogeƌ l’eǆpƌessioŶ de l’OGT (don du Dr. Natasha Zachara, JHMI de 

Baltimore).  Cependant et malgré de multiples tentatives, nous ne sommes jamais 

parvenus à transfecter de manière transitoire aucune de nos constructions. Ce problème 

semble être rémanent avec ce type cellulaire, Đ’est ce que nous avons pu apprendre de 

nos échanges avec l’ĠƋuipe nous l’aǇaŶt procuré. Notre second choix s’est donc orienté 

sur un système utilisé en routine par l’ĠƋuipe, la ligne cellulaire HEK 293 (human 

embryonic kidney). En comparaison à la forme humaine de l’OGT (hOGT), nos différentes 

expériences d’eǆpƌessioŶ des formes « flaggées » de SPY et de SEC Ŷ’oŶt révélé aucune 

variation de O-GlcNAcylation globale, renforçant notre sentiment que ni SPY ni SEC ne 

présentent d’aĐtiǀitĠ O-GlcNAc transférase. Malgré tout, il nous faut rester prudent vis-à-

vis de ces observations. Il est possible que ni SPY ni SEC ne soient repliées dans la cellule 

HEK 293 de la manière où elles le seraient en cellule végétale. Néanmoins les deux 

enzymes sont produites et détectables et aucune toxicité Ŷ’a été relevée. Autre question, 

SPY et SEC disposent-elles dans ce contexte animal de tout le nécessaire pour travailler 

avec l’UDP-GlcNAc; en particulier des partenaires protéiques pivots pour leur activité chez 

les plantes pourraient être absents en cellules HEK 293. Enfin, le code génétique entre une 

cellule végétale et une cellule animale souffre quelques différences, les protéines 

traduites chez les cellules HEK 293 peuvent arborer des différences en comparaison de 

leur version végétale. Un test d’aĐtiǀitĠ in vitro pourrait être réalisé afin de s’assuƌeƌ de 

cette absence de fonction de transfert de motifs N-acétylglucosamine. 

En conclusion, l’eŶseŵďle de ces observations tendent à indiquer que la O-GlcNAcylation 

chez les plantes soit inexistante ou tout au moins très faible. Ceci remet en cause 

l’ĠǀolutioŶ de certaines glycosyltransférases chez les végétaux et interpelle sur un 

potentiel changement d’aĐtiǀitĠ d’uŶ organisme à un autre. Quelques expériences 

complémentaires nous apparaissent indispensables pour aller plus loin dans la 

démonstration.
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3. Conclusion générale 

La O-GlcNAcylation est une modification post-traductionnelle très simple en termes de 

structure mais relativement complexe à étudier du fait de son implication dans une 

multitude de processus biologiques différents, de sa labilité chimique et enzymatique et 

de sa faible suďstœĐhioŵĠtƌie, cette dernière la démarquant de la phosphorylation avec 

laquelle elle partage pourtant bien des caractéristiques. 

Cette glycosylation a été étudiée dans de nombreux types cellulaires depuis sa 

découverte. La littérature rapporte sa présence chez les mammifères, les insectes, les 

nématodes, certaines bactéries et même nombre de virus. Moins de choses semblent 

avoir été décrites néanmoins sur la O-GlcNAcylation des protéines parasitaires et 

végétales, et son existence au sein même des levures est totalement incertain.  

Je me suis donc attelée au cours de ma thèse à entreprendre l’aŶalǇse de la O-

GlcNAcylation chez les protistes, Toxoplasma gondii plus particulièrement, et Plasmodium 

falciparum dans le cadre d’uŶe collaboration, et chez les modèles végétaux Arabidopsis 

thaliana et Chlamydomonas reinhardtii. 

Je me suis rapidement heurtée à un problème majeur : le manque de recul et d’outils pour 

ces modèles au contraire de ce qui avait été développé pour les modèles que je 

qualifierais de plus routiniers dans le domaine. A cela s’est ajouté le fait que les parasites 

expriment des quantités de O-GlcNAcylation très faibles en comparaison aux lignées 

cellulaires en culture ou aux animaux couramment utilisés en laboratoire; les plantes 

quant à elles ont des niveaux de O-GlcNAcylation à la limite de la détection voire proche 

du bruit de fond comme l’oŶt montré certaines de nos expériences de caractérisation de 

cette modification. 

Les analyses protéomiques effectuées chez P. falciparum sont les toutes premières 

révélant une partie de son O-GlcNAcome. Les mêmes analyses réalisées chez T. gondii ont 

appuyé en partie ce qui avait été publié au préalable mais en utilisant une approche 
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méthodologique différente; ces études ont également révélé des choses tout à fait 

nouvelles. 

Ces analyses ont montré que les protéines O-GlcNAcylées chez les organismes vivants 

faisaient partie de familles protéiques relativement identiques (protéines de la charpente 

cellulaire, enzymes métaboliques, protéines de stress, protéines de la machinerie de 

synthèse pƌotĠiƋue…Ϳ. L’ideŶtifiĐatioŶ chez T. gondii d’aĐteuƌs de la motilité et de 

l’iŶǀasioŶ est beaucoup plus originale. En effet la O-GlcNAcylation des protéines rhoptries 

ou de protéines appartenant aux micronèmes suggère l’eǆisteŶĐe de nouvelles isoformes 

dont la fonction de la modification reste à élucider: est-elle impliquée dans le phénomène 

d’iŶfeĐtioŶ, dans l’iŶteƌaĐtioŶ avec différents partenaires, interfère-t-elle avec la destinée 

de la protéine ? Aussi, le fait que les niveaux de O-GlcNAcylation soient fortement 

dépendants des conditions nutritionnelles et métaboliques suppose que la disponibilité en 

nutriments soit un facteur Ƌu’il faut prendre en compte dans la susceptibilité au parasite: 

une cellule en bonne santé d’uŶ point de vue métabolique est-elle plus ou moins 

susceptible à l’iŶfeĐtioŶ par l’apiĐoŵpleǆe Ƌu’uŶe cellule sevrée ou en état de déprivation 

nutritionnelle? Ce point nous apparait tout à fait intéressant et pourrait faire partie d’uŶe 

batterie d’eǆpĠƌieŶĐes dans lesquelles des infections par T. gondii seraient soumises à des 

conditions de variations de la voie des hexosamines (inhibiteurs de GFAT, activateurs tels 

que la glucosamine ou la glutamine) et des inhibitions de l’OGT ou l’OGA. Concernant les 

enzymes du cycle de la O-GlcNAcylation on ne connait finalement que très peu de choses. 

Si des travaux menés par mon équipe il y a quelques années avaient permis d’ideŶtifieƌ 

une OGT-like, et bien Ƌu’uŶe protéine exprimée par T. gondii réagissait avec certains 

anticorps anti-OGT, hormis une activité O-GlcNAc transférase endogène au parasite, peu 

de choses sont réellement connues en la matière. Aussi l’OGT putative identifiée in silico 

montre plutôt des similitudes avec SPY exprimée chez A. thaliana Ƌu’aǀeĐ SEC. Or SPY est 

désormais reconnue comme une O-Fucosyltransférase plutôt Ƌu’eŶ tant Ƌu’OGT. L’OGT de 

T. gondii reste de ce fait une énigme. Néanmoins l’eǆisteŶĐe d’uŶe telle enzyme chez T. 

gondii  mais également chez P. falciparum ne semble pas pouvoir souffrir le doute; il nous 

semble assez peu probable que des protéines d’uŶ apicomplexe puissent être O-
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GlcNAcylées par une OGT de la cellule hôte, des barrières physiques séparant les deux 

contextes intracellulaires : difficile à imaginer ne serait-ce que sur le plan 

thermodynamique. Il faudra encore beaucoup de travail expérimental et bioinformatique 

pour espérer pouvoir répondre à cette question. 

A propos de l’OGA, rien Ŷ’a été fait pour prouver ou infirmer son existence et son activité 

chez de tels organismes, tout est à faire en ce domaine. 

Concernant nos travaux sur les plantes, les premiers résultats nous ont réellement surpris. 

Cette thématique avait été amorcée suite à l’ĠǀaluatioŶ de l’ĠƋuipe fin 2013 par l’AERE“. 

La question posée était la suivante : quel organisme minimal est capable de réactions de 

O-GlcNAcylation ? L’ĠƋuipe avait déjà entrepris des études sur les apicomplexes mais un 

autre modèle semblait nécessaire : il fallait Ƌu’il soit différent de T. gondii  et de P. 

falciparum. De par la proximité avec l’ĠƋuipe « Glycobiologie végétale », C. reinhardtii 

nous est apparu comme faisant l’affaiƌe pour se lancer dans ce genre d’iŶǀestigations. 

Rapidement un doute est venu concernant les capacités de l’algue unicellulaire à réaliser 

des réactions de O-GlcNAcylation: l’oƌgaŶisŵe était-il trop minimal ou primitif, ou cette 

lacune était-elle propre aux végétaux. Nous sommes arrivés à peu de choses près à la 

même conclusion avec le végétal supérieur A. thaliana. Ce qui nous a heurtés à ce 

moment de ma thèse était le nombre de publications dédiées à l’Ġtude de SPY et de SEC 

mais sans pour autant présenter de réel profil de O-GlcNAcylation. Les seules preuves 

d’uŶe telle activité OGT émanaient de systèmes de surexpression généralement en 

système ectopique et quelque peu sortant de la réalité biologique. Cette absence de 

preuve, entre nos mains, de la O-GlcNAcylation chez les plantes ne doit pas être 

totalement considérée comme une preuve de l’aďseŶĐe d’uŶe telle modification. Il est 

possible que le niveau de O-GlcNAcylation soit très bas, inférieur même à ce Ƌu’eǆhiďeŶt 

les apicomplexes, pour ne pas être détecté avec nos outils ou se noyant dans le bruit de 

fond. Quelques expériences complémentaires nous semblent indispensables à ce stade 

pour paraitre plus affirmatif. Néanmoins, si SPY avait perdu sa place parmi les OGTs au 

cours de ma thèse, il semblerait que SEC puisse subir le même sort. Ce risque pour la 

seconde glycosyltransférase ne résidait pas dans le fait Ƌu’elle soit exclue de ce club très 
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privé des OGTs puisƋu’uŶe activité de SEC sur DELLA a été prouvée, bien que sur un 

système d’eǆpƌessioŶ en cellules de tabac, mais plutôt parce que le contexte cellulaire 

végétal Ŷ’est pas favorable à ce genre de réaction enzymatique. Malgré cela, SEC 

exprimée en cellule de mammifère Ŷ’a pas permis de détecter d’aĐtiǀitĠ enzymatique. 

Ces résultats interrogent sur le caractère universel et donc crucial de la O-GlcNAcylation 

dans le monde du vivant et sur l’ĠǀolutioŶ des OGTs. Ces glycosyltransférases ont-elles 

acquiert la capacité à O-GlcNAcyler au cours de l’ĠǀolutioŶ et de la divergence des espèces 

ou, à l’iŶǀeƌse, l’oŶt-elles perdu chez ces organismes. 

Les travaux de cette thèse ayant porté sur des organismes modèles peu utilisés dans le 

domaine de la O-GlcNAcylation auront je l’espğƌe une certaine portée sur le plan 

scientifique international. Peut-être ces études en susciteront-elles d’autƌes ou même 

ouvriront-elles de nouvelles voies d’iŶǀestigatioŶ de la O-GlcNAcylation en s’ĠlaƌgissaŶt 

sur d’autƌes parasites ou agents infectieux tels que Leishmania, Trypanosoma cruzi ou 

brucei, Crytosporidium ou Schistosoma, ou autres algues et plantes supérieures parmi 

lesquelles Ostrecoccus tauri ou Linum. 
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Annexe 4. Liste des protéines identifies chez Toxoplasma gondii par deux différents méthodes, enrichissement 

par la sWGA (vert) et par l’iŶŵuŶopƌécipitation avec l’aŶtiĐoƌps anti-O-GlcNAc (RL2) 

No. Protein name (accession number)
|Log 

Prob|

Best

|Log 

Prob|

Best

score

Total

Intensit

y

# of

spectra

# of

unique 

peptides

# of mod

peptides

Coverag

e

%

# AA's in

protein

Protein

DB number
MW (Da) 

1 14-3-3 protein (>tr|B9Q0N7|B9Q0N7_TOXGV) 1.04 0.91 352.70 668878.5 8 1 0 2.17 323 539 37,174

2 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase,putative (>tr|B9PPK8|B9PPK8_TOXGV) 13.31 5.04 397.10 512994.9 7 5 0 26.33 281 3355 31,851

3 28 kDa antigen (>tr|B9Q8A2|B9Q8A2_TOXGV) 0.62 0.57 194.30 131887.4 2 2 0 11.89 185 2158 19.843

4 28 kDa antigen (>tr|B9Q8A2|B9Q8A2_TOXGV) 15.68 8.69 751.80 ######## 34 8 3 25.95 185 2158 19.843

5 2-oxoglutarate dehydrogenase, putative (>tr|A0A125YTY5|A0A125YTY5_TOXGV) 29.88 5.01 467.30 ######## 17 16 0 20.88 1116 1122 124,251

6 2-oxoglutarate dehydrogenase, putative (>tr|A0A125YTY5|A0A125YTY5_TOXGV) 1.49 1.33 217.40 489446.9 4 4 0 4.75 1116 1122 124,251

7 3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase (>tr|B9PT27|B9PT27_TOXGV) 0.66 0.27 338.10 ######## 4 4 0 8.93 347 8030 40,102

8 40S ribosomal protein S11, putative (>tr|B9PMU7|B9PMU7_TOXGV) 10.16 4.28 496.20 617953.8 8 8 0 45.96 161 2455 18,677

9 40s ribosomal protein S14, putative (>tr|A0A125YXW4|A0A125YXW4_TOXGV) 2.92 2.64 298.40 167744.4 3 3 0 27.56 156 3767 16,302

10 40S ribosomal protein S2, putative (>tr|B9PZF2|B9PZF2_TOXGV) 7.09 3.33 428.50 ######## 18 9 2 28.25 269 15 29.336

11 40S ribosomal protein S24 (>tr|A0A125YKH1|A0A125YKH1_TOXGV) 6.29 6.15 565.30 471903.5 8 1 0 4.87 267 4807 30.375

12 40S ribosomal protein S3a (>tr|B9PGG2|B9PGG2_TOXGV) 20.83 7.76 556.90 ######## 18 9 1 29.73 259 2869 29.371

13 40S ribosomal protein S3a (>tr|B9PGG2|B9PGG2_TOXGV) 1.80 1.81 239.40 143579.7 1 1 0 4.25 259 2869 29.371

14 40S ribosomal protein S4 (>tr|B9PXE4|B9PXE4_TOXGV) 26.70 5.79 576.60 ######## 46 22 4 51.92 312 3770 35.507

15 40S ribosomal protein S4 (>tr|B9PXE4|B9PXE4_TOXGV) 26.94 7.07 662.20 ######## 31 17 3 37.18 312 3770 35.507

16 40S ribosomal protein S6 (>tr|B9PVR5|B9PVR5_TOXGV) 43.32 9.59 703.80 ######## 60 20 4 47.27 256 2391 28.956

17 40S ribosomal protein S8 (>tr|B6KGK3|B6KGK3_TOXGV) 15.91 6.15 568.90 ######## 23 6 1 35.12 205 2734 23.561

18 40S ribosomal protein S8 (>tr|B6KGK3|B6KGK3_TOXGV) 11.15 4.45 396.50 606425.1 9 6 0 33.66 205 2734 23,561

19 60S ribosomal protein L10, putative (>tr|B9PTX0|B9PTX0_TOXGV) 2.28 2.29 271.20 43567.0 1 1 0 5.43 221 4700 24,801

20 60s ribosomal protein L13a, putative (>tr|B9PT75|B9PT75_TOXGV) 3.76 2.27 320.90 340075.4 4 4 0 18.18 286 995 32,749

21 60S ribosomal protein L17, putative (>tr|B9Q363|B9Q363_TOXGV) 2.81 2.81 339.70 253658.8 2 2 1 12.31 195 3777 22,269

22 60S ribosomal protein L23, putative (>tr|B9PK53|B9PK53_TOXGV) 7.27 4.46 389.20 366094.5 4 4 0 29.50 139 816 14,818

23 60S ribosomal protein L7a, putative (>tr|B9PKF7|B9PKF7_TOXGV) 7.33 4.56 433.30 452172.8 4 4 0 11.59 276 1610 31,032

24 60S ribosomal protein L7a, putative (>tr|B9PKF7|B9PKF7_TOXGV) 2.84 2.53 286.40 ######## 18 1 0 2.90 276 1610 31,032

25 60S ribosomal protein L8, putative (>tr|B9PU56|B9PU56_TOXGV) 27.17 8.38 660.40 ######## 42 13 2 40.00 260 3690 28.255

26 AAA domain protein (>tr|V4Z9I7|V4Z9I7_TOXGV) 0.95 0.76 363.40 ######## 15 1 0 0.47 1487 5770 157,620

27 Acetyl-CoA carboxylase ACC1 (>tr|B9QH60|B9QH60_TOXGV) 8.00 3.93 405.20 377661.2 6 6 0 2.68 2612 5632 287,579

28 Acetyl-coenzyme A synthetase (>tr|A0A125YT22|A0A125YT22_TOXGV) 4.08 2.68 313.50 114198.7 2 2 0 3.78 714 4746 79,991

29 Acid phosphatase GAP50 (>tr|A0A0F7VDV9|A0A0F7VDV9_TOXGV) 3.80 3.63 381.60 103141.1 3 3 0 9.05 431 3171 46,607

30 Acid phosphatase GAP50 (>tr|A0A0F7VDV9|A0A0F7VDV9_TOXGV) 21.26 5.98 528.30 ######## 7 7 1 19.03 431 3171 46.607

31 Actin (>tr|A0A0F7UTC9|A0A0F7UTC9_TOXGV) 5.22 4.96 414.20 853040.8 15 1 0 4.79 376 3114 41,908

32 Actin (>tr|A0A0F7UTC9|A0A0F7UTC9_TOXGV) 6.03 5.76 533.00 ######## 15 1 0 4.79 376 3114 41.908

33 Adenosylhomocysteinase (>tr|V4ZBD9|V4ZBD9_TOXGV) 1.10 0.91 200.70 70275.9 2 2 0 4.76 588 8156 64.085

34 Adenosylhomocysteinase (>tr|V4ZBD9|V4ZBD9_TOXGV) 6.17 5.04 469.30 208646.9 2 2 0 4.93 588 8156 64.085

35 Adenylate and guanylate cyclase catalytic domain-containing protein (>tr|V4Z8G0|V4Z8G0_TOXGV) 1.07 0.67 217.60 164749.8 4 4 0 1.24 4367 293

36 Adenylate kinase, putative (>tr|B9PM93|B9PM93_TOXGV) 2.50 2.23 338.40 517123.7 8 5 0 22.96 257 988 28,561

37 Adenylyl cyclase associated protein (>tr|B9PJM1|B9PJM1_TOXGV) 1.17 0.97 192.70 336377.4 3 3 0 16.26 203 2898 22.484

38 Adenylyl cyclase associated protein (>tr|B9PJM1|B9PJM1_TOXGV) 7.63 5.11 389.00 495750.4 4 2 0 10.84 203 2898 22.484

39 ADP/ATP carrier, putative (>tr|B9PRA8|B9PRA8_TOXGV 39.81 5.69 524.90 ######## 23 15 4 45.28 318 40 35.256

40 ADP/ATP carrier, putative (>tr|B9PRA8|B9PRA8_TOXGV) 52.79 6.68 643.90 ######## 61 22 4 53.46 318 40 35,256

41 AGC kinase (>tr|B9PMK9|B9PMK9_TOXGV 2.15 1.53 323.60 524927.4 4 3 0 7.58 343 341 39,411

42 AGC kinase TgPKG1 (>tr|B6K8K4|B6K8K4_TOXGV) 7.16 2.80 384.80 307787.3 6 6 0 6.74 994 126 111,242

43 Aldehyde dehydrogenase (NAD) family protein (>Reverse >tr|A0A125YVI3|A0A125YVI3_TOXGV) 0.85 0.67 331.50 ######## 12 1 0 1.10 637 14264

44 Amidohydrolase domain-containing protein (>tr|A0A125YWW1|A0A125YWW1_TOXGV) 2.53 2.51 380.10 ######## 2 2 1 3.89 514 353 55.117

45 Aminoalcoholphosphotransferase, putative (>tr|B6KB01|B6KB01_TOXGV) 0.86 0.88 233.50 64005.7 1 1 0 2.78 467 920  
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46 AMP-binding enzyme domain-containing protein (>Reverse >tr|V4ZF64|V4ZF64_TOXGV) 2.36 2.02 228.30 ######## 19 2 0 0.49 3265 16689

47 AP2 domain transcription factor AP2VIIa-7 (>Reverse >tr|B9QFW3|B9QFW3_TOXGV) 0.62 0.26 209.90 ######## 29 1 0 0.35 3112 12012

48 Apicoplast triosephosphate translocator APT1 (>tr|A0A0F7V2H9|A0A0F7V2H9_TOXGV) 1.10 0.85 193.30 586562.2 2 2 0 9.09 352 833

49 Arginine decarboxylase (>tr|B9QPQ2|B9QPQ2_TOXGV 1.90 1.82 290.10 251564.1 3 2 0 1.71 1225 2218 135,674

50 Asparaginyl-tRNA synthetase (NOB+tRNA synthase) (>tr|B9Q605|B9Q605_TOXGV) 2.84 2.70 294.20 620684.5 5 5 1 7.40 676 4663 74,931

51 ATP synthase subunit alpha (>tr|V5BCJ1|V5BCJ1_TOXGV) 35.76 5.71 547.20 ######## 40 18 0 30.85 577 8088 62.077

52 ATP synthase subunit alpha (>tr|V5BCJ1|V5BCJ1_TOXGV) 4.40 3.76 297.80 658657.8 6 3 0 5.03 577 8088 62,077

53 ATP synthase subunit beta (>tr|A0A0F7UVN4|A0A0F7UVN4_TOXGV) 54.25 10.51 775.60 ######## 29 14 1 35.00 560 1425 59.917

54 ATPase, AAA family domain-containing protein (>tr|B6KM09|B6KM09_TOXGV) 3.47 1.25 293.40 798453.7 9 9 1 15.99 588 1563 66,807

55 ATP-dependent DNA helicase, RecQ family protein (>tr|B6KRA7|B6KRA7_TOXGV) 2.30 1.52 265.90 757651.3 14 2 1 0.55 1626 916 175,307

56 ATP-dependent DNA helicase, RecQ family protein (>tr|B6KRA7|B6KRA7_TOXGV) 2.17 1.67 342.50 ######## 27 2 1 0.55 1626 916 175,307

57 ATP-dependent RNA helicase, putative (>tr|B6K8Y9|B6K8Y9_TOXGV 20.30 5.73 545.60 ######## 11 9 0 22.11 475 2184 53,434

58 ATP-dependent RNA helicase, putative (>tr|B6K8Y9|B6K8Y9_TOXGV) 15.93 5.61 504.00 ######## 15 10 1 19.79 475 2184 53.434

59 ATP-dependent RNA helicase, putative (>tr|B9Q0C6|B9Q0C6_TOXGV) 17.26 8.38 665.20 ######## 9 7 1 17.28 434 665 49.114

60 Branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase E1 component beta chain, putative (>tr|B9PIV3|B9PIV3_TOXGV) 4.55 4.58 366.00 150249.7 1 1 0 5.20 423 658 45,599

61 CAAX metallo endopeptidase (Fragment) (>tr|V4YPG9|V4YPG9_TOXGV) 2.65 2.53 360.90 350958.8 3 2 0 9.50 200 6100 23,208

62 CAAX metallo endopeptidase (Fragment) (>tr|V5B2X9|V5B2X9_TOXGV) 4.43 3.18 522.50 508364.6 4 2 0 8.62 232 6985 26,229

63 Calcium-dependent protein kinase CDPK1 (>tr|A0A125YH31|A0A125YH31_TOXGV) 9.72 2.89 429.30 790762.8 6 5 0 11.00 582 5178 65.421

64 Calcium-transporting ATPase, putative (>tr|B6KJD0|B6KJD0_TOXGV) 10.71 4.86 352.00 291189.4 6 5 0 6.13 1093 996 118,877

65 CAM kinase, CDPK family TgCDPK1_2 (TGTPK4) (>tr|A0A0F7V4V1|A0A0F7V4V1_TOXGV) 2.27 2.27 342.20 174755.3 2 1 0 2.23 537 605 60,430

66 cAMP-dependent protein kinase regulatory subunit (>tr|A0A0F7UTU3|A0A0F7UTU3_TOXGV) 0.95 0.67 316.00 479420.1 4 4 0 10.13 385 4365 42,796

67 CASC3/barentsz eIF4AIII-binding protein (>tr|B6KJ68|B6KJ68_TOXGV) 0.72 0.71 256.90 553314.6 2 1 0 1.96 409 3305 44,843

68 Cation channel family transporter (>tr|B9PWQ2|B9PWQ2_TOXGV) 5.26 4.91 398.80 108577.7 2 2 0 18.70 230 1273 25,352

69 CBF/Mak21 family protein (>tr|A0A125YUK5|A0A125YUK5_TOXGV) 4.54 3.67 357.80 445849.4 4 4 0 3.38 1359 4514 148,847

70 Centromere/microtubule binding protein,putative (>tr|B9PZG9|B9PZG9_TOXGV) 11.09 4.42 307.90 ######## 10 10 0 19.80 505 551 56,744

71 Chaperonin protein BiP (>tr|A0A0F7V8D8|A0A0F7V8D8_TOXGV) 39.73 6.98 581.90 ######## 38 25 4 36.23 668 3078 73.253

72 Chaperonin protein BiP(>tr|A0A0F7V8D8|A0A0F7V8D8_TOXGV) 13.92 5.20 422.20 351079.7 6 4 0 8.08 668 3078 73,253

73 Clathrin heavy chain (>tr|B9PTE8|B9PTE8_TOXGV) 94.56 7.14 666.80 ######## 77 47 3 28.08 1731 2735 194,476

74 Clathrin heavy chain (>tr|B9PTE8|B9PTE8_TOXGV) 5.14 2.50 275.80 756016.7 7 6 0 3.99 1731 2735 194,476

75 Cleft lip and palate transmembrane protein 1 (Clptm1) (>tr|B6KVA6|B6KVA6_TOXGV) 5.86 3.74 382.50 348783.5 5 4 0 6.46 619 1684 71,269

76 Cleft lip and palate transmembrane protein 1 (Clptm1) protein (>tr|V4YYT6|V4YYT6_TOXGV) 2.58 0.92 286.50 657172.3 6 5 0 6.82 792 5333 88,894

77 Coatomer alpha subunit, putative (>tr|B9QK32|B9QK32_TOXGV) 20.18 4.77 334.70 ######## 34 13 0 11.15 1300 674 142,954

78 Coatomer protein complex subunit beta, putative (>tr|V5B518|V5B518_TOXGV) 12.82 3.33 388.70 ######## 15 15 0 13.69 1256 1516 137,043

79 Coatomer subunit beta (>tr|B9QPA4|B9QPA4_TOXGV) 0.82 0.32 198.40 249151.6 5 4 0 3.72 1103 2240

80 Coatomer subunit gamma (>tr|B6KDL6|B6KDL6_TOXGV) 2.04 2.04 299.70 160987.9 2 2 0 2.01 1044 2197 112,294

81 Coatomer subunit gamma (>tr|B6KDL6|B6KDL6_TOXGV) 4.67 4.53 467.40 ######## 7 4 2 4.02 1044 2197 112.294

82 COPI associated protein, putative (>tr|B9PKM9|B9PKM9_TOXGV) 5.02 2.24 414.90 ######## 9 7 1 18.15 270 3275 29,924

83 Corepressor complex CRC230 (>tr|A0A0F7V117|A0A0F7V117_TOXGV) 5.17 5.11 368.60 118379.3 3 3 0 1.83 1916 4642 207,303

84 CPSF A subunit region protein (>Reverse >tr|V5BDD5|V5BDD5_TOXGV) 0.73 0.85 266.40 774637.2 2 2 0 0.63 2077 16185

85 Cysteine repeat modular protein, putative (>tr|B9QEH5|B9QEH5_TOXGV) 21.26 5.46 461.50 ######## 22 20 0 3.11 7428 3621 799,284

86 Cytochrome C family oxidase subunit III subfamily protein (Fragment) (>tr|V4YI37|V4YI37_TOXGV) 1.40 1.39 241.60 146773.7 2 1 0 7.33 150 8117

87 Cytochrome c oxidase subunit 2 (>tr|A0A0F7V207|A0A0F7V207_TOXGV) 2.78 2.63 355.30 606795.2 4 2 0 6.02 299 4307 34,489

88 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 17 (>tr|B9PVZ6|B9PVZ6_TOXGV) 4.71 4.30 344.50 657495.0 5 5 1 12.91 550 3548 59,938

89 DEAD/DEAH box helicase domain-containing protein (>tr|B9PYA4|B9PYA4_TOXGV) 39.72 5.47 509.20 ######## 41 28 1 13.72 2434 4842 273,734

90 DEAD/DEAH box RNA helicase family protein (>tr|B9QLU2|B9QLU2_TOXGV) 0.77 0.61 171.50 224913.5 3 3 1 3.13 959 1808  
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91 Dense granular protein GRA10 (>tr|B9Q5A4|B9Q5A4_TOXGV) 0.94 0.77 259.00 551706.3 11 2 0 2.80 894 7287

92 Dense granule protein 3 (>tr|A0A0F7V5E7|A0A0F7V5E7_TOXGV 4.23 3.13 510.60 ######## 10 7 2 19.37 222 3307 24.18

93 Dense granule protein 7 (>tr|A0A0F7UZ13|A0A0F7UZ13_TOXGV) 32.28 8.79 666.90 ######## 29 10 3 34.75 236 1241 25.922

94 Dgat2l1-prov protein (>tr|B9PMN6|B9PMN6_TOXGV) 4.96 3.32 259.30 167857.2 3 3 0 10.26 380 3952 43,642

95 DNA topoisomerase 2 (>tr|V5B218|V5B218_TOXGV) 0.67 0.73 284.70 ######## 8 3 0 2.08 1440 6068 154,618

96 DNA topoisomerase 2 (>tr|V5B218|V5B218_TOXGV) 1.71 1.34 395.90 ######## 29 4 2 2.71 1440 6068 154.618

97 DNA-directed RNA polymerase II subunit RPB1 (>tr|V4YZ17|V4YZ17_TOXGV) 2.53 2.54 248.60 844580.1 2 2 1 1.46 1298 2134

98 DnaJ domain-containing protein (>tr|B9PKL4|B9PKL4_TOXGV) 1.43 0.77 249.10 361743.3 4 4 0 5.19 675 589

99 DnaK family protein (>tr|V4ZFG5|V4ZFG5_TOXGV) 8.16 4.45 368.30 238974.1 6 6 0 6.60 955 2166 105,316

100 DnaK family protein (>tr|V4ZFG5|V4ZFG5_TOXGV) 3.98 3.95 365.70 788941.5 5 3 0 4.40 955 2166 105.316

101 Domain K-type RNA binding proteins family protein (>tr|B9PW48|B9PW48_TOXGV 2.86 2.11 288.10 612808.7 6 6 1 10.35 570 7154 64,265

102 Dynein heavy chain (>tr|A0A125YWN6|A0A125YWN6_TOXGV) 3.50 2.79 419.50 612828.4 8 7 1 1.39 4974 4991 558,602

103 EF hand domain-containing protein (>tr|A0A125YVX3|A0A125YVX3_TOXGV) 1.84 1.43 334.20 92004.2 2 2 0 6.56 305 5176 34,590

104 EF hand domain-containing protein (>tr|B6KT39|B6KT39_TOXGV) 27.76 4.92 540.60 ######## 20 19 1 6.92 3700 2781

105 Elongation factor 1-alpha (>tr|A0A0F7US18|A0A0F7US18_TOXGV) 112.48 9.91 701.80 ######## 71 28 9 51.79 448 119 49.006

106 Elongation factor 1-alpha (>tr|A0A0F7US18|A0A0F7US18_TOXGV) 11.51 3.81 502.20 868650.8 13 6 0 12.50 448 119 49,006

107 Elongation factor 2 family protein (>tr|V4YQV9|V4YQV9_TOXGV) 1.82 1.87 308.90 97762.6 1 1 0 1.55 774 6966 87,330

108 Elongation factor 2 family protein (>tr|V4YQV9|V4YQV9_TOXGV) 4.23 2.96 276.50 103057.3 2 2 0 3.23 774 6966 87,330

109 Elongation factor Tu GTP binding domain-containing protein(>tr|A0A125YMW2|A0A125YMW2_TOXGV) 0.87 0.94 339.30 144886.4 1 1 0 0.31 2560 1312 275,065

110 Elongation of fatty acids protein (>tr|B9Q055|B9Q055_TOXGV) 4.21 2.75 310.70 897606.3 6 4 1 11.95 318 811 37,974

111 Emp24/gp25L/p24 family protein (>tr|B6KAE3|B6KAE3_TOXGV) 15.73 5.03 396.60 518703.8 7 6 0 16.81 601 306 64,977

112 Enolase 2 (>tr|B9PH46|B9PH46_TOXGV) 13.44 5.76 528.20 ######## 8 5 0 12.21 475 570 52.114

113 Eukaryotic porin protein (>tr|B9Q0Q9|B9Q0Q9_TOXGV) 6.30 2.53 311.70 ######## 10 9 0 27.59 290 4523 31,352

114 Eukaryotic translation initiation factor 2 gamm a subunit, putative (>tr|B9PW44|B9PW44_TOXGV) 6.37 5.41 544.20 352122.4 4 3 0 10.11 465 3593 50,509

115 Eukaryotic translation initiation factor 2 gamm a subunit, putative (>tr|B9PW44|B9PW44_TOXGV) 2.16 2.13 224.20 ######## 4 4 0 12.04 465 3593 50,509

116 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B (>tr|B9PYW7|B9PYW7_TOXGV) 20.52 4.53 479.70 ######## 36 23 1 22.75 756 50 88,392

117 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C (>tr|A0A125YXF0|A0A125YXF0_TOXGV) 5.58 4.44 361.20 421108.1 6 6 3 7.21 971 4832 109.193

118 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C (>tr|A0A125YXF0|A0A125YXF0_TOXGV) 43.04 5.80 481.20 ######## 23 22 2 22.25 971 4832 109,193

119 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L (>tr|B9PFX5|B9PFX5_TOXGV) 2.73 2.69 303.50 140527.9 2 2 0 3.60 639 1581 75,024

120 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L (>tr|B9PFX5|B9PFX5_TOXGV) 17.71 4.49 431.70 ######## 26 17 0 26.13 639 1581 75,074

121 Eukaryotic translation initiation factor 4A (>tr|A0A0F7VFL4|A0A0F7VFL4_TOXGV) 2.44 1.77 290.90 281101.0 5 4 0 8.25 412 1093 46,673

122 Eukaryotic translation initiation factor 4A (>tr|A0A0F7VFL4|A0A0F7VFL4_TOXGV) 29.77 5.50 468.90 ######## 17 14 1 29.13 412 1093 46.673

123 Exportin 7, putative (>tr|B9PYV2|B9PYV2_TOXGV) 0.69 0.72 233.40 102480.4 1 1 0 1.05 1147 4056 129,488

124 Facilitative glucose transporter GT1 (>tr|A0A0F7V8D9|A0A0F7V8D9_TOXGV) 10.70 2.47 355.00 ######## 14 7 1 10.21 568 3610 61,688

125 Fatty acyl-CoA desaturase, putative (>tr|A0A125YNX2|A0A125YNX2_TOXGV) 3.70 2.96 280.10 349924.3 5 5 0 4.41 1042 4434 117,092

126 Fibrillarin (>tr|B6K8L1|B6K8L1_TOXGV) 6.67 2.99 418.70 735360.7 9 7 0 25.66 304 124 31,989

127 Formate/nitrite transporter protein (>tr|A0A0F7UUK6|A0A0F7UUK6_TOXGV) 1.81 1.40 199.60 270955.5 4 3 0 11.17 412 3611

128 Fumarate hydratase (>Reverse >tr|V5BD96|V5BD96_TOXGV) 1.10 0.98 241.30 ######## 20 1 0 1.68 776 15518

129 Fusaric acid resistance-like protein (>tr|V4Z9B7|V4Z9B7_TOXGV) 2.58 2.39 265.20 81138.0 2 2 0 2.00 1600 4373 174,767

130 FUSE-binding protein 2 / KH-type splicing regulatory protein (>tr|B6KT44|B6KT44_TOXGV) 5.75 3.99 361.90 802173.7 7 6 0 7.86 941 634 100.094

131 GAP40 (>tr|B9PRA3|B9PRA3_TOXGV) 8.10 3.11 391.20 ######## 20 6 1 10.13 385 549 43,082

132 GAP45 OS=Toxoplasma gondii (>tr|A0A0F7V9A2|A0A0F7V9A2_TOXGV 16.60 7.22 631.60 ######## 13 6 0 24.90 245 3038 27.318

133 Gbp1p protein, putative (>tr|B9PLQ7|B9PLQ7_TOXGV) 17.49 4.52 506.50 ######## 31 10 2 34.81 293 1016 31.76

134 Glideosome-associated protein with multiple-membrane spans GAPM3 (>tr|B9PIA4|B9PIA4_TOXGV 4.93 2.50 433.30 ######## 9 3 1 7.74 310 3163 34,282

135 Glucosaminyltransferase, putative (>tr|A0A125YWA4|A0A125YWA4_TOXGV) 19.73 5.14 538.80 ######## 14 12 0 15.03 905 1169 102,143  
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136 Glucosaminyltransferase, putative (>tr|A0A125YWA4|A0A125YWA4_TOXGV) 18.79 5.22 421.20 ######## 19 19 4 20.77 905 1169 102.143

137 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase (>tr|A0A0F7USN9|A0A0F7USN9_TOXGV) 36.26 5.73 536.40 ######## 25 21 6 41.43 560 1866 62.736

138 Glutamate/leucine/phenylalanine/valine dehydrogenase family protein (>tr|A0A125YQU5|A0A125YQU5_TOXGV) 8.61 4.73 366.20 ######## 9 9 0 9.37 1206 5236 135.701

139 Glutamine-dependent NAD( ) synthetase protein,putative (>tr|B9Q5R8|B9Q5R8_TOXGV) 2.15 2.17 250.90 32356.9 1 1 0 1.86 862 813 94,470

140 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (>tr|A0A125YJ41|A0A125YJ41_TOXGV) 15.12 5.46 471.30 ######## 13 9 2 17.38 489 7577 53,339

141 Glycerol-3-phosphate acyltransferase, putative (>tr|B6KAW1|B6KAW1_TOXGV) 1.40 1.44 325.10 ######## 21 4 0 3.89 1002 2520 110,282

142 Gorasp2-prov protein (>tr|B9QAU9|B9QAU9_TOXGV 1.11 1.12 348.00 128321.1 1 1 0 2.11 475 2702 50,486

143 GPI transamidase subunit PIG-U protein (>tr|A0A125YKP3|A0A125YKP3_TOXGV) 6.30 3.23 319.30 89989.0 2 2 0 3.65 548 1066 60,947

144 GTP-binding nuclear protein (>tr|A0A125YV47|A0A125YV47_TOXGV 6.03 4.34 377.10 171027.9 3 3 0 17.03 229 6417 25,998

145 GTP-binding nuclear protein (>tr|A0A125YV47|A0A125YV47_TOXGV) 21.71 7.58 603.70 ######## 13 9 1 43.23 229 6417 25.998

146 Guanylate binding protein, putative (>tr|B6KR20|B6KR20_TOXGV) 4.68 2.13 391.60 424560.2 6 6 0 5.46 1281 100 142,697

147 Heat shock protein (>tr|B6KHU4|B6KHU4_TOXGV) 61.76 5.92 564.20 ######## 36 30 11 46.70 728 89 78.251

148 Heat shock protein 60 (>tr|B9PPQ1|B9PPQ1_TOXGV) 4.46 2.39 306.80 ######## 7 7 0 12.87 575 4331 60,914

149 Heat shock protein 70, putative (>tr|A0A0F7V4M1|A0A0F7V4M1_TOXG) 124.31 9.98 717.40 ######## 70 42 8 52.62 667 3648 72.293

150 Heat shock protein 90 (>tr|A0A0F7V6Y1|A0A0F7V6Y1_TOXGV) 7.32 4.66 320.50 136670.2 4 4 0 6.78 708 3967 81,933

151 Heat shock protein 90, putative (>tr|B9QJS4|B9QJS4_TOXGV) 10.72 5.59 481.30 313071.5 5 5 0 6.61 847 28 96,793

152 Heat shock protein 90, putative (>tr|B9QJS4|B9QJS4_TOXGV) 1.89 1.44 255.50 ######## 5 5 0 6.14 847 28 96,793

153 HECT-domain (Ubiquitin-transferase) domain-containing protein (>tr|V4Z409|V4Z409_TOXGV) 0.65 0.70 278.40 510431.6 3 1 0 0.53 1709 940 185,642

154 Histone deacetylase SIR2 (>tr|B9PMV3|B9PMV3_TOXGV) 0.76 0.74 278.60 490661.9 3 1 0 1.67 360 3820 40,008

155 Histone H2A (>tr|A0A0F7V6C1|A0A0F7V6C1_TOXGV) 0.72 0.26 462.90 ######## 19 2 0 10.32 155 4694 15.92

156 Histone H2B (>tr|A0A0F7UNS9|A0A0F7UNS9_TOXGV) 0.84 0.67 317.70 ######## 10 1 0 5.69 123 415 13,732

157 Histone H4 (>tr|A0A0F7V6C1|A0A0F7V6C1_TOXGV) 5.29 5.09 448.30 ######## 12 2 1 23.30 103 1020 11.439

158 Histone H4 (>tr|B9PNK6|B9PNK6_TOXGV) 1.81 1.82 243.90 41260.7 1 1 0 11.65 103 1020

159 H-translocating inorganic pyrophosphatase TV P,putative (>tr|B6KH90|B6KH90_TOXGV) 1.27 0.76 254.70 284304.1 3 3 0 4.90 816 3182

160 Ion-transport protein yf putative (>tr|B6KA89|B6KA89_TOXGV) 0.96 1.01 141.50 39226.7 1 1 0 2.54 788 2025

161 Isocitrate dehydrogenase ((>tr|A0A125YST2|A0A125YST2_TOXGV) 6.13 5.93 422.50 218278.3 3 3 0 5.96 621 6598 68.296

162 Kinesin heavy chain, putative (>tr|B6KDN4|B6KDN4_TOXGV) 2.94 2.04 241.90 240358.2 5 5 1 3.11 1641 982

163 Kringle domain-containing protein (>tr|V4ZA01|V4ZA01_TOXGV) 5.77 2.15 336.90 683420.0 10 10 0 3.77 3051 6651 337,555

164 Lactate dehydrogenase (>tr|A0A0F7UY31|A0A0F7UY31_TOXGV) 6.07 3.03 354.30 218410.4 6 4 1 15.20 329 11 35,548

165 Large subunit ribosomal protein IMG2 (>tr|B6KGN5|B6KGN5_TOXGV) 2.51 2.52 314.70 112277.0 1 1 0 2.90 310 1409 33,416

166 Leucine rich repeat-containing protein (>tr|A0A125YH03|A0A125YH03_TOXGV) 0.78 0.80 281.20 316820.5 2 2 0 3.18 440 7824 50,196

167 Leucine rich repeat-containing protein (>tr|A0A125YH03|A0A125YH03_TOXGV) 0.67 0.62 299.40 ######## 4 1 0 1.59 440 7824 50,196

168 Lipase maturation factor (>tr|B9QHF5|B9QHF5_TOXGV) 5.26 3.21 318.30 373062.8 3 3 0 3.67 709 1679 77,524

169 Longevity-assurance (LAG1) domain-containing protein (>tr|B9PSW9|B9PSW9_TOXGV) 3.28 2.11 392.10 ######## 8 5 0 9.36 342 2629 39,556

170 Lysine--tRNA ligase (>tr|B9Q018|B9Q018_TOXGV) 1.21 1.18 320.90 65189.2 2 2 0 3.95 658 4242 74,337

171 Major facilitator superfamily domain-containing protein (>tr|V4Z712|V4Z712_TOXGV) 12.73 4.39 353.00 ######## 11 8 1 16.33 588 2395 62,998

172 Microneme protein 2 (>tr|A0A0F7UZH2|A0A0F7UZH2_TOXGV) 3.93 2.11 272.60 108829.7 2 2 0 3.12 769 388 82,620

173 Microneme protein 2 (>tr|A0A0F7UZH2|A0A0F7UZH2_TOXGV) 7.54 4.13 342.40 207624.0 3 3 1 5.07 769 388 82,620

174 Microneme protein MIC1(>tr|B6KL08|B6KL08_TOXGV) 4.00 3.79 423.30 526270.1 4 4 0 7.02 456 2902 48.629

175 Microneme protein MIC15 (>tr|V5BFN0|V5BFN0_TOXGV) 3.54 1.73 296.10 373875.0 8 6 1 1.98 2924 2262 319,958

176 Microneme protein MIC4 (>tr|B9PXJ3|B9PXJ3_TOXGV) 5.40 2.97 335.10 ######## 7 7 0 9.66 580 791 63,021

177 Mitochondrial carrier domain-containing protein (>tr|B6KP76|B6KP76_TOXGV) 4.11 3.98 353.60 169296.9 3 2 0 9.03 310 41 33,687

178 Mitochondrial carrier domain-containing protein (>tr|B6KP76|B6KP76_TOXGV) 5.38 2.35 318.20 422235.0 6 4 0 13.55 310 41 33,687

179 Mitochondrial-processing peptidase alpha subunit, putative (>tr|B9PUJ6|B9PUJ6_TOXGV) 4.05 4.08 399.60 40586.5 1 1 0 2.31 563 106 62,162

180 Mitochondrial-processing peptidase alpha subunit, putative (>tr|B9PUJ6|B9PUJ6_TOXGV) 16.32 5.56 448.70 ######## 8 4 0 13.32 563 106 62.162  
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181 Multi-pass transmembrane protein (>tr|A0A125YH19|A0A125YH19_TOXGV) 14.67 4.36 437.70 434416.2 7 6 0 17.52 508 3995 57,684

182 Multi-pass transmembrane protein (>tr|B9PQM0|B9PQM0_TOXGV) 3.47 3.34 317.80 274665.4 2 2 0 6.68 389 2175 43,033

183 Myosin A (>tr|B9Q788|B9Q788_TOXGV) 23.96 6.97 620.50 ######## 21 15 3 19.98 831 326 93.362

184 Myosin C (>tr|B6KAL4|B6KAL4_TOXGV) 1.73 1.24 251.00 137278.4 4 4 0 3.67 1171 53

185 Myosin F (>tr|B9QML2|B9QML2_TOXGV) 46.76 6.27 637.00 ######## 29 26 0 15.46 1953 161 216,384

186 Myosin G (>tr|B6K9E4|B6K9E4_TOXGV) 29.48 4.56 477.80 ######## 18 17 0 11.75 2059 639 227,272

187 Myosin light chain MLC1 (>tr|A0A0F7V1A1|A0A0F7V1A1_TOXGV) 8.61 5.66 433.30 ######## 9 5 1 24.88 213 4631 24.124

188 Na+/H+ exchanger NHE1 (Fragment) (>tr|V4YVI5|V4YVI5_TOXGV) 13.23 5.06 540.30 479151.0 10 8 0 7.78 1440 7420 155,855

198 Noc2p family protein (>tr|B9QB60|B9QB60_TOXGV) 0.60 0.36 292.00 602988.1 4 3 0 2.70 1036 2593 115,354

190 NOL1/NOP2/sun family domain-containing protein (>tr|B9PTZ1|B9PTZ1_TOXGV) 2.47 1.70 254.40 188632.6 2 2 0 3.23 804 913

191 NTPase (Fragment) (>tr|V4Z362|V4Z362_TOXGV 8.91 5.03 550.90 572101.3 4 4 0 8.33 372 4794 41.139

192 NTPase II (Fragment) (>tr|V4YI32|V4YI32_TOXGV) 1.80 1.81 387.70 330850.6 1 1 0 1.83 383 8010 42.467

193 NUC173 domain protein (>Reverse >tr|B9QFR6|B9QFR6_TOXGV) 0.61 0.70 243.10 172979.9 2 1 0 0.47 1915 8851

194 Nuclease and tudor domain-containing protein (>tr|B9PNS2|B9PNS2_TOXGV) 4.53 2.23 297.60 812194.3 5 4 0 5.53 941 915 104,042

195 Nuclease and tudor domain-containing protein (>tr|B9PNS2|B9PNS2_TOXGV) 19.79 5.87 477.60 ######## 12 12 0 15.73 941 915 104.042

196 Nucleolar protein 5A, putative (>tr|B9PPQ9|B9PPQ9_TOXGV) 10.50 6.15 554.40 874633.4 10 8 0 17.91 536 620 59.94

197 Nucleoside-diphosphatase (>Reverse >tr|V4Z9M8|V4Z9M8_TOXGV) 0.78 0.82 260.20 113509.2 1 1 0 1.18 592 16200

198 Nucleoside-triphosphatase (>tr|V5AWC8|V5AWC8_TOXGV) 14.43 3.62 539.20 ######## 10 7 1 24.86 370 6606 40.505

199 Nucleoside-triphosphatase (Fragment) (>tr|V4YID2|V4YID2_TOXGV) 2.88 2.89 335.50 107722.2 1 1 0 4.15 313 7090 34,353

200 Oxidoreductase, short chain dehydrogenase/reductase family protein (>tr|A0A125YR71|A0A125YR71_TOXGV) 6.85 5.62 596.10 351220.3 4 4 0 4.90 837 5499 89,336

201 Oxidoreductase, short chain dehydrogenase/reductase family protein (>tr|A0A125YR71|A0A125YR71_TOXGV) 3.68 3.70 303.10 46260.7 1 1 0 1.55 837 5499 89,336

202 Peptidase, M28 family protein (>tr|B9Q7W2|B9Q7W2_TOXGV) 23.14 4.97 412.40 836824.6 12 11 0 8.68 1555 8238 167,874

203 Peptidase, M50 family protein (>tr|B9Q199|B9Q199_TOXGV) 4.61 4.64 585.10 50384.4 1 1 0 3.97 378 827 41,662

204 PET112 family, C terminal region domain-containing protein (>tr|A0A125YUA7|A0A125YUA7_TOXGV) 1.01 0.74 285.70 ######## 26 1 0 0.84 1070 6737 113,836

205 PGAP1 family protein (>tr|B9QFB6|B9QFB6_TOXGV) 2.63 1.98 223.90 158241.9 4 4 0 2.61 2110 2080

206 Phosphate carrier protein, putative (>tr|B9PRN1|B9PRN1_TOXGV) 25.23 5.18 493.40 ######## 29 17 5 27.97 479 81 53,093

207 Phosphatidate cytidylyltransferase (>tr|A0A125YJA7|A0A125YJA7_TOXGV) 7.70 5.02 491.10 182160.7 3 2 0 9.02 255 5965 27,500

208 Phosphatidyl serine synthase (>tr|B9QAY6|B9QAY6_TOXGV) 8.03 4.16 405.10 430653.9 5 5 0 9.63 540 2704 60,804

209 Phosphatidylcholine transfer protein, putative (>tr|A0A125YIG1|A0A125YIG1_TOXGV) 3.84 2.09 246.50 91444.5 2 2 0 3.03 857 468

210 Phosphatidylinositol transfer protein (>tr|A0A125YYR2|A0A125YYR2_TOXGV) 2.22 1.26 304.20 138297.2 3 3 0 1.78 1912 6718 209,656

211 Phosphodiesterase (>tr|B6KFK7|B6KFK7_TOXGV) 4.04 4.12 275.20 31407.0 1 1 0 1.33 1281 2481 142,518

212 Phosphodiesterase (>tr|B9Q7L9|B9Q7L9_TOXGV) 14.38 3.93 438.20 463642.6 8 7 1 5.36 1324 355 146,744

213 Phosphodiesterase (>tr|B9QFV9|B9QFV9_TOXGV) 7.01 4.36 269.70 287524.1 4 4 0 2.74 1676 2013 183,184

214 Phosphodiesterase (>tr|B9QPM2|B9QPM2_TOXGV) 1.55 0.56 238.80 469865.8 6 6 0 5.81 1085 975

215 Phosphoglycerate mutase (>tr|A0A125YK30|A0A125YK30_TOXGV) 1.75 1.76 338.70 109776.2 1 1 0 2.06 339 4908 38,160

216 Phospholipase/carboxylesterase (>tr|B9PX11|B9PX11_TOXGV 16.11 3.89 448.80 535727.5 8 8 0 15.49 497 537 54,218

217 Phospholipid-translocating ATPase (>tr|B6KH13|B6KH13_TOXGV) 1.30 1.04 249.40 735348.2 14 3 0 1.60 1871 960

218 Phospholipid-translocating P-type ATPase, flippase subfamily protein (>tr|A0A125YWX7|A0A125YWX7_TOXGV) 4.01 4.15 479.70 110574.4 2 2 0 1.11 2427 7900 265,776

219 Phosphorylase family protein (>tr|A0A0F7V4E5|A0A0F7V4E5_TOXGV 0.78 0.80 121.50 26624.0 1 1 0 4.95 303 3809

220 Phosphorylated CTD-interacting factor 1 (>tr|B9PMV8|B9PMV8_TOXGV) 0.78 0.82 371.90 102267.2 1 1 0 0.83 722 3801 81,422

221 Plasma-membrane choline transporter (>tr|B9Q3S1|B9Q3S1_TOXGV) 1.12 0.74 163.20 134855.3 3 3 0 6.55 687 3601

222 PP-loop domain-containing protein (>Reverse >tr|B6K9Z3|B6K9Z3_TOXGV) 0.72 0.76 304.20 198439.0 1 1 0 1.19 672 9034

223 PQ loop repeat-containing protein (>tr|V4ZDB0|V4ZDB0_TOXGV) 0.80 0.82 96.00 36410.8 1 1 0 5.37 410 7800

224 Pre-mRNA processing splicing factor PRP8 (>tr|B6KJP5|B6KJP5_TOXGV) 8.93 4.76 474.20 ######## 14 11 0 4.33 2538 442 291,848

225 Proteasome subunit alpha type (>tr|B9PL62|B9PL62_TOXGV) 3.47 2.70 367.30 112003.3 2 2 0 9.39 245 3662 27,081  

 

 



 

162 
 

226 Protein disulfide-isomerase (>tr|A0A0F7UU04|A0A0F7UU04_TOXGV) 48.33 7.97 668.40 ######## 39 19 2 41.83 471 1596 52.802

227 Protein kinase (>Reverse >tr|A0A125YLH3|A0A125YLH3_TOXGV) 1.63 1.73 356.20 169340.2 1 1 0 0.51 1763 12587

228 Protein phosphatase PP2C-hn (>tr|V4YXJ8|V4YXJ8_TOXGV) 1.77 1.80 180.70 32081.0 1 1 0 3.35 478 5192

229 Protein transport protein Sec23, putative (>tr|B6KKZ7|B6KKZ7_TOXGV) 5.61 4.83 405.50 479818.5 3 2 0 4.68 791 1193 87,610

230 Protein transport protein Sec61 alpha subunit isoform 1, putative (>tr|B9PHN7|B9PHN7_TOXGV) 11.24 2.83 527.80 ######## 27 10 1 17.12 473 992 52,165

231 Protein tyrosine phosphatase family protein, ptpla protein (>tr|B6K8J7|B6K8J7_TOXGV) 2.07 1.74 240.70 284534.5 4 3 0 9.49 274 2179

232 P-type Ca(2 )-ATPase, putative (>tr|B9QMJ0|B9QMJ0_TOXGV) 15.12 5.20 374.90 627749.0 10 8 0 7.32 1338 330 144,621

233 Putative activating signal cointegrator 1 complex subunit 3 family 1 ASCC3L1 (>tr|A0A125YK31|A0A125YK31_TOXGV)OS 25.55 3.83 421.20 ######## 31 20 1 12.42 2207 2652 248,413

234 Putative acyltransferase, WS/DGAT/MGAT protein (>tr|B9QC07|B9QC07_TOXGV) 2.23 2.26 269.90 217001.1 2 2 0 2.84 670 2605 75,164

235 Putative asparagine synthetase (>tr|B9PWN3|B9PWN3_TOXGV) 2.09 2.06 340.00 ######## 2 2 0 2.89 588 4905 65,868

236 Putative ATP-dependent DNA helicase II, 70 kDa subunit (>tr|A0A125YKA6|A0A125YKA6_TOXGV) 5.49 1.53 438.10 ######## 203 1 0 0.73 1102 5444 122,418

237 Putative ATP-dependent DNA helicase II, 70 kDa subunit (>tr|A0A125YKA6|A0A125YKA6_TOXGV) 6.55 1.60 434.60 ######## 255 1 0 0.73 1102 5444 122.418

238 Putative eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 7 (>tr|V4YY60|V4YY60_TOXGV) 13.61 3.72 509.60 ######## 9 8 2 36.11 288 6970 32.314

239 Putative eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 7 (>tr|V5AWM3|V5AWM3_TOXGV) 5.98 5.99 496.20 ######## 6 2 0 10.19 314 8186 35.385

240 Putative MBOAT domain, related protein (>tr|V4Z481|V4Z481_TOXGV) 4.08 3.04 296.00 360474.6 5 5 0 5.31 1243 8338 138,881

241 Putative myosin heavy chain(>tr|V4ZD64|V4ZD64_TOXGV) 1.05 1.11 318.80 190582.5 2 1 0 0.83 1082 5676 118,597

242 Putative phosphatidylserine synthase (>tr|A0A125YQZ2|A0A125YQZ2_TOXGV) 0.72 0.76 134.50 20231.5 1 1 0 2.28 614 6570

243 Putative polypeptide n-acetylgalactosaminyltransferase 12 (>tr|B6KBA7|B6KBA7_TOXGV) 2.35 2.39 227.10 57484.6 1 1 0 1.73 692 783

244 Putative RER1 protein (>tr|B9PTC2|B9PTC2_TOXGV) 5.42 3.60 354.20 246687.6 3 3 0 14.41 222 1976 25,351

245 Putative rhoptry protein (>tr|A0A125YNJ7|A0A125YNJ7_TOXGV) 3.02 2.27 295.00 453519.0 3 3 0 3.29 1063 8185 118,496

246 Putative rhoptry protein (>tr|A0A125YXY8|A0A125YXY8_TOXGV) 13.02 4.75 511.10 ######## 8 7 0 6.04 1010 7718 115,860

247 Putative splicing factor 3b, subunit 3 (>tr|B9PGZ9|B9PGZ9_TOXGV) 12.64 5.48 438.00 665334.3 10 10 0 11.84 1233 82 135,744

248 Putative T complex chaperonin (>tr|A0A125YSE3|A0A125YSE3_TOXGV) 2.31 2.04 214.70 74065.7 2 2 0 5.22 556 773

249 Putative T-complex protein 1, epsilon subunit (TCP-1-epsilon) (>tr|B9PUM9|B9PUM9_TOXGV) 1.03 1.04 243.70 53387.5 1 1 0 1.49 536 4739 58,632 

250 Putative TDC1 (>tr|V4YTV2|V4YTV2_TOXGV) 7.05 3.96 374.60 419842.3 7 6 0 13.87 584 5030 63,318

251 Putative thioredoxin (>tr|B9PM19|B9PM19_TOXGV) 0.72 0.63 340.10 440873.8 4 4 0 5.95 622 614 68,948

252 Putative transmembrane protein (>tr|B9QR10|B9QR10_TOXGV) 0.73 0.74 123.50 29426.1 1 1 0 12.43 169 2881

253 Putative transport protein Sec24 (>tr|B9PS36|B9PS36_TOXGV) 11.07 4.67 340.50 290650.6 5 3 0 5.59 1019 4073 108,035

254 Putative U5 small nuclear ribonuclear protein (Fragment) (>tr|V4ZE39|V4ZE39_TOXGV) 4.86 2.53 357.90 266335.8 2 2 0 13.62 257 5638 28,584

255 Putative vacuolar ATP synthase subunit A (>tr|B6KAW0|B6KAW0_TOXGV) 11.09 5.55 412.40 976234.5 6 5 0 8.60 616 2063 68.122

256 Putative vacuolar ATP synthase subunit b (>tr|B9PQR4|B9PQR4_TOXGV) 40.80 9.75 740.10 ######## 28 17 3 45.35 505 3543

257 Putative vacuolar protein sorting-associated protein 26 (>tr|V4Z8Z4|V4Z8Z4_TOXGV) 2.34 2.11 308.70 119674.0 2 2 0 6.25 368 7965 42,382

258 Putative vacuolar proton translocating ATPase subunit (>tr|A0A125YIQ1|A0A125YIQ1_TOXGV) 5.65 2.72 343.10 229292.9 4 4 0 4.22 1066 2493 118,340

259 Pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase domain-containing protein (>tr|B6KNZ3|B6KNZ3_TOXGV) 6.05 5.64 519.00 378961.6 5 4 0 6.63 664 790 71,159

260 Queuine tRNA-ribosyltransferase(>tr|V5BF03|V5BF03_TOXGV) 0.91 0.72 361.90 ######## 13 1 0 0.88 911 524 97,837

261 Rab 5 (>tr|B9QP57|B9QP57_TOXGV) 7.42 4.65 358.80 227792.2 4 3 0 18.26 241 2012 26,489

262 Rab 5 (>tr|B9QP57|B9QP57_TOXGV) 3.89 3.90 368.10 109725.2 2 1 0 5.81 241 2012 26.489

263 Rab1 protein (>tr|A0A125YFT6|A0A125YFT6_TOXGV) 0.96 0.85 246.00 219511.0 2 1 0 7.87 216 1284

264 Rab5-interacting (Rab5ip) protein (>tr|B9PYS5|B9PYS5_TOXGV) 0.78 0.78 93.90 14893.6 1 1 0 12.03 133 254

265 Ras family domain-containing protein (>tr|B9PLD0|B9PLD0_TOXGV) 1.10 0.93 303.20 ######## 10 1 0 3.74 214 2180 23,581

266 Reactive mitochondrial oxygen species modulator 1 domain-containing protein (>tr|B9PJA8|B9PJA8_TOXGV) 7.73 3.53 332.30 278498.7 4 4 0 22.43 263 3255 27,846

267 Rhomboid-like protein (>tr|V4Z806|V4Z806_TOXGV) 10.91 4.60 300.30 699328.4 9 8 0 14.89 665 8262 72,385

268 Rhoptry kinase family protein (Incomplete catalytic triad) (>tr|V5AWD9|V5AWD9_TOXGV) 0.86 0.85 377.10 521760.3 3 1 0 1.25 481 7308 53,226

269 Rhoptry kinase family protein ROP17 (>tr|B6KB88|B6KB88_TOXGV) 7.58 3.72 303.70 ######## 15 8 2 14.97 608 985 69,087

270 Rhoptry kinase family protein ROP17 (>tr|B6KB88|B6KB88_TOXGV) 9.62 4.75 390.50 ######## 7 6 1 14.97 608 985 69.087  
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271 Rhoptry kinase family protein ROP39 (>tr|V4Z9F7|V4Z9F7_TOXGV) 5.66 2.32 347.30 ######## 9 7 0 13.27 588 2574 65,119

272 Rhoptry neck protein RON2 (>tr|V4YYL5|V4YYL5_TOXGV) 19.27 5.65 462.00 737801.2 13 10 0 8.65 1479 5521 166,474

273 Rhoptry neck protein RON3 (>tr|V4YW47|V4YW47_TOXGV) 101.18 7.39 698.40 ######## 102 56 5 28.70 1958 1404 222,930

274 Rhoptry neck protein RON3 (>tr|V4YW47|V4YW47_TOXGV) 6.08 3.59 337.20 989968.9 12 12 2 6.69 1958 1404 222,930

275 Rhoptry neck protein RON5 (>tr|A0A125YSX9|A0A125YSX9_TOXGV) 4.37 4.47 316.30 913256.4 4 4 0 2.35 1702 4834 187,410

276 Rhoptry neck protein RON5 (>tr|A0A125YSX9|A0A125YSX9_TOXGV) 1.24 0.67 245.80 131986.2 3 3 0 2.76 1702 4834 187,410

277 Rhoptry neck protein RON8 (>tr|A0A125YRV5|A0A125YRV5_TOXGV) 15.08 4.18 391.30 ######## 18 15 0 6.95 2980 5312 328,900

278 Rhoptry protein ROP1 (>tr|B6KA38|B6KA38_TOXGV) 0.85 0.88 246.00 103177.9 1 1 0 1.79 446 471

279 Rhoptry protein ROP1 (>tr|B6KA38|B6KA38_TOXGV) 3.81 2.92 418.40 ######## 30 7 0 8.07 446 471 47.995

280 Rhoptry protein ROP14 (>tr|A0A0F7VAM4|A0A0F7VAM4_TOXGV 10.30 2.78 371.50 ######## 13 9 0 9.71 1061 4076 121,911

281 Rhoptry protein ROP15(>tr|B9QHX6|B9QHX6_TOXGV) 1.20 1.00 237.00 131241.4 2 2 0 9.61 333 1833

282 Rhoptry protein ROP2A (>tr|B9QMZ2|B9QMZ2_TOXGV) 4.36 4.35 355.40 335812.0 2 1 0 2.96 575 2496 65,402

283 Rhoptry protein ROP4 (>tr|V4Z117|V4Z117_TOXGV) 5.78 5.55 408.00 ######## 7 4 0 13.42 365 7937 40.181

284 Rhoptry protein ROP5 (>tr|V4Z6U4|V4Z6U4_TOXGV) 33.72 7.41 716.10 ######## 74 20 6 28.96 549 6560 60,776

285 Rhoptry protein ROP5 (>tr|V4Z6U4|V4Z6U4_TOXGV) 31.93 4.57 536.20 ######## 70 19 5 33.70 549 6560 60.776

286 Rhoptry protein ROP5 (>tr|V4Z6U8|V4Z6U8_TOXGV) 7.33 4.67 363.10 572904.6 5 5 0 10.56 549 8258 60,906

287 Rhoptry protein ROP7 (>tr|A0A0F7UNS7|A0A0F7UNS7_TOXGV) 3.48 2.56 240.70 164586.8 3 3 0 5.22 575 1416

288 Rhoptry protein ROP7 (>tr|A0A0F7UNS7|A0A0F7UNS7_TOXGV) 51.42 8.71 671.60 ######## 47 17 1 30.09 575 1416 63.395

289 Rhoptry protein ROP8 (>tr|V5B6B7|V5B6B7_TOXGV) 17.83 4.00 317.30 ######## 23 14 1 24.02 587 5963 66,973

290 Rhoptry protein ROP8 (>tr|V5B6B7|V5B6B7_TOXGV) 39.20 6.98 599.40 ######## 73 21 2 34.75 587 5963 66.973

291 Ribonucleoside-diphosphate reductase (>tr|B9PYC5|B9PYC5_TOXGV 0.75 0.76 198.80 187910.6 3 1 0 1.25 877 252

292 Ribosomal protein (>tr|B9PZT4|B9PZT4_TOXGV) 13.40 5.55 481.90 ######## 15 7 0 31.34 217 2695 24.603

293 ribosomal protein L13 (>tr|A0A125YII2|A0A125YII2_TOXGV 60S) 3.35 1.46 299.80 ######## 8 5 0 16.06 355 5295 39,682

294 Ribosomal protein L15 (>tr|B9PN66|B9PN66_TOXGV) 15.21 4.16 395.80 ######## 12 8 1 32.19 205 63 24,326

295 Ribosomal protein L21, putative (>tr|A0A125YMU1|A0A125YMU1_TOXGV) 6.51 3.27 337.20 371238.1 5 5 0 25.48 157 2009 17,894

296 ribosomal protein L3, putative (>tr|B9PMX8|B9PMX8_TOXGV 60S) 19.98 4.36 542.50 ######## 29 19 1 35.99 389 1196 44,057

297 Ribosomal protein L34, putative (>tr|B9PMZ3|B9PMZ3_TOXGV) 4.55 4.56 420.80 233709.9 1 1 0 8.96 134 1885 15,383

298 Ribosomal protein L41 (>tr|B9PU99|B9PU99_TOXGV) 0.79 0.55 243.30 110331.5 2 2 0 20.00 105 1459

299 Ribosomal protein L5, putative (>tr|B9PV52|B9PV52_TOXGV) 22.19 4.79 434.30 ######## 27 14 2 40.97 310 1464 35,342

300 ribosomal protein L8, putative (>tr|B9PU56|B9PU56_TOXGV 60S) 14.82 4.57 385.20 410467.5 8 6 1 23.46 260 3690 28,255

301 Ribosomal protein L9, putative (>tr|B9PT01|B9PT01_TOXGV) 3.37 2.43 379.30 158876.0 2 2 0 10.53 190 2934 21,424

302 Ribosomal protein RPL27 (Fragment) (>tr|A0A125YU34|A0A125YU34_TOXGV) 3.82 1.95 467.40 ######## 9 8 2 36.62 142 5585 16,331

303 Ribosomal protein RPL4 (>tr|A0A125YJY9|A0A125YJY9_TOXGV 0.80 0.65 360.90 449456.9 5 3 0 5.36 448 8037 49.258

304 Ribosomal protein RPL6 (>tr|A0A125YZB5|A0A125YZB5_TOXGV) 1.17 1.19 186.70 852067.2 5 2 0 7.80 282 7666

305 Ribosomal protein RPL7 (>tr|B9PIY5|B9PIY5_TOXGV) 15.40 5.70 520.70 ######## 18 9 2 34.50 258 5396 30.122

306 Ribosomal protein RPS3 (>tr|A0A125YYN8|A0A125YYN8_TOXGV) 16.45 5.47 433.30 ######## 25 11 1 31.37 255 8001 28.737

307 Ribosomal protein RPS3 (>tr|A0A125YYN8|A0A125YYN8_TOXGV) 3.66 3.57 305.50 112754.3 2 2 0 8.63 255 8001 28,737

308 ribosomal protein S26, putative (>tr|B9PP49|B9PP49_TOXGV 40S) 3.80 3.18 455.40 407851.2 4 3 0 25.00 112 3929 12,726

309 ribosomal protein S26, putative (>tr|B9PP49|B9PP49_TOXGV 40S) 2.48 2.47 262.60 64468.2 2 1 0 10.71 112 3929 12,276

310 Ribosomal-ubiquitin protein RPL40 (>tr|B9PTM6|B9PTM6_TOXGV) 1.05 1.04 327.50 343524.5 2 1 0 4.65 129 1335 14,685

311 RNA binding protein, putative (>tr|B9PZC9|B9PZC9_TOXGV) 3.51 3.54 316.60 32357.9 1 1 0 3.76 372 67 39,168

312 RNA binding protein, putative (>tr|B9QR64|B9QR64_TOXGV) 2.44 1.50 283.10 505181.4 7 5 0 3.28 2072 4652 218,557

313 RNA recognition motif-containing protein (>tr|B9Q3U3|B9Q3U3_TOXGV) 3.29 3.27 436.20 ######## 5 3 0 7.44 430 6004 45.032

314 RNA recognition motif-containing protein (>tr|V5B5J6|V5B5J6_TOXGV) 30.13 6.01 503.90 ######## 29 14 3 29.24 513 1100 53.409

315 RNA recognition motif-containing protein (Fragment) (>tr|V4Z2A3|V4Z2A3_TOXGV) 1.18 0.74 181.00 486639.5 5 3 0 5.40 667 7541  



 

164 
 

316 SAG-related sequence SRS29B (>tr|V4Z6M2|V4Z6M2_TOXGV) 12.36 4.55 403.60 290669.2 5 4 0 16.37 336 5852 34,732

317 SAG-related sequence SRS29B (>tr|V4Z6M2|V4Z6M2_TOXGV) 16.96 5.46 513.20 ######## 14 7 1 21.73 336 5852 34.732

318 SAM-dependent methyltransferase (>Reverse >tr|V4ZR02|V4ZR02_TOXGV) 0.72 0.70 240.80 414367.6 4 1 0 1.05 760 14944

319 Sec7 domain-containing protein (>tr|V5BDM3|V5BDM3_TOXGV 0.76 0.67 245.40 ######## 12 4 1 1.15 3987 4657 426,027

320 Signal peptidase (>tr|B9QND8|B9QND8_TOXGV) 6.40 3.65 307.20 ######## 8 7 0 4.95 1859 1945 203,246

321 Signal peptidase (>tr|B9QND8|B9QND8_TOXGV) 1.26 1.19 303.80 ######## 8 2 0 0.91 1859 1945 203,426

322 Small nucleolar RNA-associate (>tr|B6KAG9|B6KAG9_TOXGV) 11.79 4.98 389.20 459161.0 8 8 0 2.84 3738 4104 402,506

323 SNARE associated Golgi protein (>tr|A0A125YQT4|A0A125YQT4_TOXGV) 0.98 1.01 232.90 71723.1 1 1 0 3.30 394 4263

324 SNARE associated Golgi protein (>tr|B9QP69|B9QP69_TOXGV) 0.83 0.85 214.00 36486.1 1 1 0 1.90 422 426

325 START domain-containing protein (>tr|V5B2A1|V5B2A1_TOXGV) 5.02 3.02 326.40 94093.6 2 2 0 5.42 424 7859 46,417

326 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial (>tr|B9PZU5|B9PZU5_TOXGV) 5.89 3.03 564.10 ######## 12 9 1 12.41 669 2017 72.733

327 Sulfite exporter TauE/SafE protein (>tr|A0A125YYA8|A0A125YYA8_TOXGV) 0.75 0.77 120.90 58144.6 1 1 0 4.47 380 7217

328 SWI2/SNF2 Brahma (>tr|V4Z301|V4Z301_TOXGV Putative 0.68 0.78 111.20 43602.3 1 1 0 0.92 1628 3044

329 Thioredoxin domain protein (>tr|A0A0F7UZN1|A0A0F7UZN1_TOXGV) 3.42 3.47 350.90 32534.5 1 1 0 1.18 1014 1781 11,841

330 TLC domain protein (>tr|B9QJK9|B9QJK9_TOXGV) 3.61 3.63 291.60 84167.2 1 1 0 2.53 435 1087 49,179

331 TLC domain protein (>tr|V4ZD29|V4ZD29_TOXGV) 2.98 3.00 386.70 37210.6 1 1 0 2.98 369 2863 41,151

332 TPR domain-containing protein (>tr|B6KAM8|B6KAM8_TOXGV) 0.84 0.92 235.40 770024.7 2 1 0 0.41 1697 378

333 Transcription elongation factor SPT6 (>tr|B6K9Y2|B6K9Y2_TOXGV) 34.78 4.69 497.10 ######## 28 25 0 8.30 3132 4021 349,888

334 Transmembrane 9 superfamily member (>tr|A0A125YQ71|A0A125YQ71_TOXGV) 12.70 5.69 462.30 843751.8 9 6 0 11.47 654 7088 73,599

335 Transmembrane 9 superfamily member (>tr|B9PSX1|B9PSX1_TOXGV) 5.65 3.34 357.30 151565.8 2 2 0 4.45 674 2310 76,342

336 Transmembrane amino acid transporter protein (>tr|B9Q7Y3|B9Q7Y3_TOXGV) 1.65 1.69 285.10 63497.9 1 1 0 1.65 726 3125 78,921

337 Transmembrane domain-containing protein (>tr|B9PMK8|B9PMK8_TOXGV) 2.80 2.72 413.50 101871.7 2 2 0 5.26 589 2462 64,569

338 Transporter, major facilitator family domain containing protein (>tr|V4ZD88|V4ZD88_TOXGV) 0.93 1.00 174.50 26937.9 1 1 0 1.31 1302 3771

339 Transporter, major facilitator family protein (>tr|B6KB03|B6KB03_TOXGV) 2.98 2.88 226.90 409189.3 2 2 0 6.55 504 3115

340 Trehalose-6-phosphate synthase domain-containing protein (>tr|B9QHQ6|B9QHQ6_TOXGV) 0.61 0.63 133.10 188706.7 3 3 0 4.50 1222 123

341 tRNA binding domain-containing protein (>tr|V4Z3K0|V4Z3K0_TOXGV) 3.81 3.80 333.20 321026.7 3 2 0 4.87 472 7584 51,027

342 Tryptophanyl-tRNA synthetase (TrpRS2) (>tr|B9PU09|B9PU09_TOXGV) 13.26 5.94 438.80 ######## 12 12 1 20.03 689 6994 77.003

343 Tubulin alpha chain (>tr|B9PJD4|B9PJD4_TOXGV) 10.63 3.49 463.20 ######## 19 9 3 22.74 453 1592 50.114

344 Tubulin beta chain (>tr|B9PWK0|B9PWK0_TOXGV) 6.91 2.56 432.20 ######## 5 4 1 12.92 449 683 50.052

345 Tubulin beta chain (>tr|B9PYN1|B9PYN1_TOXGV 4.65 4.41 400.10 835600.0 6 4 0 10.47 449 35 50.037

346 Tubulin beta chain (>tr|B9PYN1|B9PYN1_TOXGV) 1.70 1.03 283.10 223134.7 7 2 1 5.35 449 35 50,037

347 Tubulin beta chain (>tr|B9Q1T8|B9Q1T8_TOXGV) 38.93 5.36 536.50 ######## 36 17 8 33.85 449 3148 50.073

348 Tumor suppressor mitostatin (>tr|A0A125YSL8|A0A125YSL8_TOXGV) 1.48 1.28 378.00 691957.0 12 1 0 1.38 507 8081 60,633

349 Tumor suppressor mitostatin (>tr|A0A125YSL8|A0A125YSL8_TOXGV) 2.00 1.63 396.60 ######## 16 2 0 2.96 507 8081 60.633

350 Tyrosine kinase-like (TKL) protein (>tr|V5AXL6|V5AXL6_TOXGV) 1.69 1.02 187.60 168383.1 4 2 0 0.90 3571 1219

351 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase family 2 protein (>tr|V4ZIR0|V4ZIR0_TOXGV) 10.11 4.99 396.70 242657.6 4 4 0 2.83 2294 4179 248,139

352 UDP-galactose transporter family protein (>tr|B9QJ78|B9QJ78_TOXGV) 3.33 3.35 289.70 65073.9 1 1 0 6.30 413 4422 45,481

353 utative chaperonin cpn60 (>tr|B6KFE8|B6KFE8_TOXGV) 9.95 3.84 387.80 ######## 23 10 1 17.09 667 1294 72.237

354 V Ca2-ATPase (>tr|B6K8Q8|B6K8Q8_TOXG) 27.46 6.02 545.40 ######## 17 15 0 10.43 1822 678 199,143

355 V-type proton ATPase subunit a (>tr|B6KJX9|B6KJX9_TOXGV) 3.92 3.62 379.00 125964.6 2 2 0 3.08 909 1826 101,077

356 Zinc finger (C3HC4 RING finger) protein,putative (>Reverse >tr|B9QR35|B9QR35_TOXGV) 0.59 0.61 388.60 ######## 2 1 0 1.27 710 8526  
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