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Contribution a I'étude de la fonction et du trafic des protéines de granules denses, GRAS et
GRAG6, de Toxoplasma gondii
Béatrice Rauscher

Le parasite protozoaire Toxoplasma gondii assure son développement intracellulaire dans
une vacuole dite parasitophore. La vacuole parasitophore (VP) est un compartiment spécialisé qui
d’une part résiste a la fusion avec les endosomes de la cellule-hdte et d’autre part constitue une
interface d’échanges métaboliques entre le parasite et la cellule parasitée. Les protéines GRA,
contenues dans les granules denses du parasite, sont sécrétées sous forme soluble dans la VP ou
elles acquiérent une topologie membranaire. Constituants majeurs de la VP, les protéines GRA
joueraient un role déterminant dans le développement intracellulaire du toxoplasme cependant a
ce jour la fonction de ces protéines n’est pas connue.

Les protéines GRAS et GRA6 ont été choisies comme modeles d’étude car bien que
présentant des similitudes structurales (deux domaines hydrophobes encadrés de régions
hydrophiles), elles présentent un tropisme membranaire différentiel au sein de la vacuole
parasitophore. La protéine GRAS traverse la bicouche lipidique de membrane délimitante de la
vacuole parasitophore alors que la protéine GRAG, s’intégre dans les membranes du réseau
intravacuolaire.

Au cours de la premiére partie de ce travail, nous avons mis en évidence I’existence d’un
polymorphisme de taille des protéines GRAS et GRA6 chez différentes souches de toxoplasmes.
Ce polymorphisme permet de répertorier les souches parasitaires dans les trois groupes
génotypiques de Toxoplasma gondii.

Dans un second temps, le développement de la manipulation génétique du toxoplasme,
nous a permis d’aborder la fonction de la protéine GRAS par I'invalidation de son géne. La mise
en place d’un systéme de double sélection "positive-négative" a permis I’obtention d’un mutant nul
GRAS" dans la souche RH. L’analyse du phénotype du mutant nul a mis en évidence que la
protéine GRAS est une protéine non essentielle pour les toxoplasmes de la souche RH. De plus,
I'absence de son expression ne perturbe ni ’ultrastructure de la vacuole parasitophore, ni la
virulence chez la souris, ni la multiplication intracellulaire du toxoplasme.

Enfin, dans le cadre des études sur les mécanismes d’insertion membranaire post-sécrétoire
des protéines GRA, la troisiéme partie de ce travail visait a appréhender I’étude du tropisme
différentiel de GRAS et GRAG6 pour les membranes vacuolaires, par I’expression de protéines
chimériques (GRAS-GRAG6). Des lignées stables de toxoplasmes exprimant les protéines hybrides
(échange des domaines N- et C- terminaux) fusionnées a leur extrémité C-terminale avec I’épitope
du virus de 'influenza ont été obtenues. Les protéines chimériques N5TSC6-HA9, N6T5C5-HA9
et N6T5C6-HAO9 se comportent comme des protéines membranaires dans la VP. L’analyse de leur
trafic intravacuolaire, 10 minutes aprés [’invasion cellulaire, a révélé que seule, la protéine
N6T5C6-HA9 se comporte comme GRA6 en transitant par la partie postérieure du parasite. Les
protéines N5TS5C6-HA9, N6T5C5-HA9 semblent se comporter comme la protéine GRAS. Ces
résultats suggérent l’intervention des domaines N-et C-terminaux de GRAG6 lors de son
accumulation postérieure dans la VP.
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Ala  Alanine
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A

C Cys  Cystéine
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E Glu  Acide glutamique
F Phe Phénylalanine
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H His  Histidine
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T Thr  Thréonine

\% Val  Valine

w

Y
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C (Cys) ; G (Gly) ; W (Trp)
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Introduction 1

I - Généralités

1) Historique

C’est en 1908, a l'institut Pasteur de Tunis, que Nicolle et Manceaux isolaient les
premiers Toxoplasma gondii chez un rongeur nord africain, modele expérimental de la
leishmaniose, le gondi (Nicolle et Manceaux, 1908).

Ce nouveau protozoaire se distingue du Pyroplasma quadrigeminum, parasite infestant
le gondi par sa forme différente, son noyau, son mode de division par bipartition, son habitat
intracellulaire et les lésions qu’il provoque. Il semble pourtant présenter de grandes analogies
avec les leishmania et ces auteurs le nomment, a titre provisoire, Leishmania gondii.
Cependant, un an plus tard, des études complémentaires permettent de le différencier des
leishmania par I’absence de centrosome et son inaptitude a pousser en milieu acellulaire. Ce
nouveau parasite, plus €loigné des trypanosomes que des leishmania, appartient donc a un
genre non décrit jusque la. A cause de sa forme arquée (arc en grec = "toxon"), il est alors
nommé Toxoplasma gondii (Nicolle et Manceaux, 1909).

La méme année, au Brésil, Splendore I’observait également chez un lapin (Splendore,
1909). Les mémes ressemblances avec les leismania sont constatées, mais apres comparaison
avec le parasite tunisien, Splendore observe, en dehors de la bipartition, un mode de
multiplication endogéne. Il décide de le nommer Toxoplasma cuniculi (Splendore, 1909).

Par la suite, il s'est avéré que ces deux parasites étaient identiques (Nicolle et
Manceaux, 1909). Il n’existe jusqu’a présent qu’une seule espece : Toxoplasma gondii.

Depuis sa découverte en 1908, Toxoplasma gondii fut observé chez de nombreuses
espéces de mammiféres et d’oiseaux, mais ce n’est qu'en 1923, qu’un ophtalmologue
tchécoslovaque, Janku, décelait le premier cas de toxoplasmose humaine avec la présence
d'organismes kystiques dans la rétine d’un enfant (Janku, 1923). La toxoplasmose allait des
lors susciter un vif intérét, et les travaux concernant cette parasitose allaient se multiplier. Ce
sont notamment ceux de Sabin, en 1939, qui mettent en évidence l'existence d'une seule et
méme espéce: Toxoplasma gondii (Sabin, 1941).

La place exacte de Toxoplasma gondii dans l'échelle zoologique fut longtemps
discutée. En 1980, dans la classification proposée par Levine (Levine et al., 1980),
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Toxoplasma gondii se trouve aux cOtés dautres parasites protozoaires, tels que
Cryptosporidium, Plasmodium, Sarcocystis, Eimeria, Isospora, Hammondia et Besnoitia.
Toxoplasma gondii est alors classé dans le phylum des Apicomplexa, la classe des Sporozoea,
la sous-classe des Coccidia, I’ordre des Eucoccidia, le sous-ordre des Eimeriina et la famille
des Eimeriidae (Rondanelli and Scaglia, 1993).

Classification taxonomique de 7. gondii :

Regne Animalia
Sous-régne Protozoa
Phylum Apicomplexa
Classe Sporozoea
Sous-classe Coccidia
Super-ordre eucoccidea
Ordre eucoccidida
Sous-ordre eimeriina
Famille eimeriidae
Genre Toxoplasma
Espece Toxoplasma gondii

Les connaissances cliniques, immunologiques et anatomopathologiques sont
complétées en prouvant le role important du chat (et plus généralement des félidés) en tant
qu'unique hdte définitif. D’ailleurs, en 1970, les découvertes simultanées des équipes
d’Hutchison et Work, d’une part (Hutchison, 1965), et de Frenkel et Dubey, d’autre part
définissent le cycle biologique de ce parasite (Frenkel ef al., 1969).

2) Le cycle évolutif

T. gondii est un parasite intracellulaire obligatoire. Son cycle évolutif se déroule
différemment en fonction de I'héte infesté (Joyner, 1982 ; Dubey. and Beattie, 1988). En
effet, ce parasite est capable d’infester une grande variété d’hétes intermédiaires (tous les
homéothermes: oiseaux, mammiféres y compris 'homme) chez lesquels un cycle évolutif
incomplet (phase asexuée ou schizogonique) se produit. Par contre, chez I'héte définitif, 7.
gondii produit un cycle évolutif complet (phase sexuée ou sporogonique et phase asexuée).
Le cycle évolutif parasitaire a été établi apres les travaux réalisés par Frenkel (Frenkel et al.,
1970).



Introduction 3

A) Cycle sexué (figure 1)

L'héte définitif s'infeste apres l'ingestion d'oocystes matures souillant la terre ou les
herbes, ou le plus souvent par carnivorisme en dévorant des petits rongeurs, des oiseaux
parasités par des kystes (Frenkel et al., 1970).

La paroi des oocystes ou des kystes est digérée dans l'estomac et dans le petit intestin
libérant ainsi les sporozoites ou les bradyzoites qui vont alors pénétrer dans I'épithélium
intestinal du chat (Chobotar and Scholtyseck, 1982). Dans l'intestin de Il'animal, les
sporozoites ou les bradyzoites vont se transformer en trophozoites et plus tard en schizontes.
Ces derniers vont libérer des mérozoites capables de réinfester les cellules de 1'épithélium
intestinal provoquant, soit un nouveau cycle asexuel par dissémination du parasite dans le tube
digestif de I'hote, soit I'initiation du cycle sexuel par la production de microgamétes males et
de macrogamétes femelles. La fécondation des macrogameétes par les microgameétes donne
naissance a des oocystes immatures qui sont libérés dans la lumiére intestinale, puis éliminés
dans l'environnement par millions chaque jour avec les féces du chat. Ces oocystes
apparaissent environ 4, 9 et 22 jours aprés I'ingestion par le chat d'oocystes, de bradyzoites ou
de tachyzoites respectivement (Frenkel et al. 1970). Aprés une courte étape de maturation
(sporulation) dans le milieu extérieur (1 & 5 jours), chaque oocyste produit 8 sporozoites
infestants qui sont trés résistants en milieu humide, tant aux agents physiques ou chimiques
qu'aux bactéries et champignons (Dubey, et al., 1970).
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TOXOPLASMA GONDIO INFECTIVE 0OCYST

Figure 1 : Cycle sexué de Toxoplasma gondii chez le chat (D’aprés Nicolas and Pestre-
Alexandre, 1993).

B) Cycle asexué (figure 2)

Chez les hotes intermédiaires, 'infestation se fait essentiellement par voie orale,
aprés l'ingestion soit d'oocystes matures provenant d'aliments souillés, soit de Kystes
contenus dans les viandes peu ou pas cuites. Aprés digestion de leur paroi dans l'estomac et le
petit intestin, les formes parasitaires infestantes sporozoites ou bradyzoites sont libérées et
vont trés vite se différencier en tachyzoites. Les tachyzoites vont alors étre disséminés dans
I'organisme pendant la phase aigué de la maladie par voie sanguine et lymphatique. Les
tachyzoites sont capables d'infester toutes les cellules nucléées et gagnent les différents tissus
tels que les muscles et le névraxe. A lintérieur des cellules, le parasite se multiplie par
endodyogénie, processus au cours duquel deux cellules filles se forment a I’intérieur de la
cellule mére (Vivier and Petitprez, 1969), puis la cellule hote va étre lysée en libérant les
tachyzoites.

Cette courte phase proliférative est rapidement contrdlée par le systéme immunitaire de
I'héte et aboutit a la formation de kystes localisés dans des organes peu accessibles au systéme
immunitaire (muscles, systéme nerveux central, yeux...) marquant la phase chronique de la
maladie. Ces kystes vont alors persister pour le reste de la vie de 1'hote (les premiers kystes
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contenant les bradyzoites sont observés 10 a 15 jours aprés l'ingestion d'oocystes). Ce cycle
asexué peut également se produire chez les félidés.
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Figure 2 : Cycle évolutif de Toxoplasma gondii chez les hites intermédiaires (D’apres
Fortier and Ajana, 1993).



Figure 3 : Ultrastructure en microscopie électronique d’un tachyzoite intracellulaire de T.
gondii (D’aprés Dubey and Lindsay, 1993).

Le tachyzoite est entouré d’un complexe membranaire. Les rhoptries (R) présentent un aspect
glandulaire caractéristique du stade tachyzoite. On observe également des granules denses (DG)
d’aspect compact, des micronémes peu nombreux (MI), une mitochondrie (MT), le conoide (C)
et le noyau (N).
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II - Structure et biologie du toxoplasme

Toxoplasma gondii est un parasite a développement intracellulaire strict trés répandu
dans le régne animal. Il est capable d'infester virtuellement toutes les cellules nucléées. La
contamination de l'héte peut résulter de la transmission du parasite sous trois formes
évolutives : le tachyzoite (forme proliférative), le bradyzoite (forme kystique) et le
sporozoite (forme sporulée). Chacun de ces stades posséde une morphologie et une biologie
particuliéres.

La cellule du zoite de T. gondii 4 la forme d'un croissant ou d'un arc (toxon en grec)
mesurant de 6 4 8 pm de long et de 1 4 3 um de large. Dépourvu d'organes locomoteurs, il
présente une extrémité antérieure effilée mobile contenant le complexe apical et une
extrémité postérieure arrondie (Fortier and Dubremetz, 1993).

1) Le zoite
A) Ultrastructure

Comme tous les sporozoaires, ce parasite est entouré d'un complexe tri-membranaire
original de 60 nm d'épaisseur (figure 3) (Vivier and Petitprez, 1969, 1972).

La membrane la plus externe, le plasmalemme est recouverte d'une couche de
glycoprotéines également appelée "cell-coat”, elle délimite la totalité du parasite (Rabjeau et
al., 1997).

Les deux autres membranes qui constituent le complexe membranaire interne sont
formées par la juxtaposition de vésicules aplaties. Le complexe membranaire interne est
interrompu dans la partiec médiane du parasite par un micropore correspondant a une
invagination de la membrane externe et disparait au niveau apical (Porchet and Torpier, 1977 ;
Dubremetz and Torpier, 1978; Nichols et al., 1994). Il pourrait correspondre & une région
spécialisée du réticulum endoplasmique (de Melo, and de Souza, 1997).
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Le zoite est une cellule hautement différenciée. Il contient les organites cellulaires
classiques de toute cellule eucaryote distribués dans la moitié postérieure du cytosol
parasitaire, & savoir :

-un noyau sphérique mesurant de 1 4 2 pm de diameétre contenant une dizaine

de chromosomes ;

- un appareil de golgi situé au-dessus du noyau ;

- un réticulum endoplasmique et de nombreux ribosomes ;

- une mitochondrie unique et ramifiée ;

- des substances de réserve telles que des grains d'amylopectine non délimités
par une membrane et des globules lipidiques (Vivier and Petitprez, 1972 ; Fortier and

Dubremetz, 1993).

B) Le complexe apical

Dans son extrémité apicale, le tachyzoite présente une structure caractéristique de tous
les zoites des Apicomplexa, le complexe apical (Nichols and Chiappino, 1987). Ce complexe
constitué d'organites impliquées dans l'invasion de la cellule-héte comprend un conoide, des
rhoptries, des micronémes et des granules denses.

a) Le conoide (figure 4)

Le conoide a la forme d'un cylindre légérement conique constitué¢ de filaments de 26 a
30 nm de long enroulés en spirale. Le conoide est limité, en avant, par deux anneaux apicaux
et en arriere, par deux anneaux polaires (Dubey et al., 1998).

L'anneau polaire a la base du conoide sert d'insertion & 22 microtubules disposés a
intervalles réguliers. Ces microtubules forment une sorte de gaine légérement spiralée
responsable de 1’architecture cellulaire. Ils s'étendent le long de la face cytoplasmique du
complexe membranaire interne (Nichols and Chiappino, 1987). Le complexe membranaire
interne s'appuie sur le cytosquelette microtubulaire constitué des tubulines a et B (50-55 kDa)
(Nagel and Boothroyd, 1988) et participerait avec celui-ci au maintien de la forme et de la
polarité du parasite (Morrissette et al., 1997).
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sous-pelliculaires

Figure 4 : Schéma de la partie antérieure du tachyzoite : le conoide (D’apres Dubey et al.,
1998).

Les mouvements de torsion observés chez le toxoplasme pourraient étre créés au
niveau du conoide par l'action des microtubules (Nichols and Chiappino, 1987). Le conoide
peut, en effet, adopter deux positions lui permettant, d’une part, de se rétracter dans la gaine
de microtubules, ou d’autre part, de se pointer vers I’avant (Aikawa et al., 1977). Le
mouvement de relichement du conoide impliquerait 1’intervention des filaments d’actine et
serait déclenché par un efflux de calcium (Mondragon and Frixione, 1996).

b) Les micronémes

Les micronémes sont les plus petites structures localisées dans la partie apicale des
Apicomplexa. Ils sont présents en nombre variable et ont ’aspect de courts batonnets
(Dubremetz et al., 1989 ; Entzeroth et al., 1992). Ces organites denses aux électrons mesurent
300 a 600 nm de long et 50 a 90 nm de large et sont délimités par une membrane.

c¢) Les rhoptries
Décrits pour la premiére fois chez 7. gondii en 1954 par Gustafon comme des

toxoneémes, ces organites sont retrouves chez tous les Apicomplexa (Sam-Yellowe, 1996.;
Dubremetz et al., 1989). Ils ont été appelés rhoptries (du grec "ropalon” : massue) en 1967
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par Sénaud (Sénaud. 1967).

Ces organites ont la forme de massues allongées dans le sens antéro-postérieur d'une
longueur de 1 & 4 um (Vivier and Petitprez, 1972). Les rhoptries sont délimitées par une
membrane, elles présentent une extrémité antérieure allongée et effilée en forme de canal se
prolongeant vers la partie apicale du parasite par' un pédoncule traversant l'intérieur du
conoide. L'extrémité postérieure plus large parait spongieuse en microscopie électronique.

Le nombre et la composition biochimique des rhoptries varient en fonction de I’espéce
parasitaire. T. gondii contient une dizaine de rhoptries localisées dans son tiers antérieur.

Ce sont des organites de sécrétion impliqués dans les premiéres étapes du processus
d'invasion de la cellule-hdte. Ils délivrent leur contenu, au moment de l'invasion laissant
derriere eux des organites vides, mais dont la forme et l'intégrité membranaire restent
identiques (Nichols et al., 1983 ; Joiner, 1991 ; Perkins, 1992).

d) Les granules denses

Les granules denses sont des organites cytoplasmiques sphériques de 200 nm de
diamétre distribués de chaque co6té du noyau. Ces granules denses caractéristiques des
Apicomplexa présentent un contenu homogene et trés dense aux électrons.

2) Le tachyzoite

Le terme tachyzoite remplace 1’appellation "trophozoite" précédemment utilisée. Le
tachyzoite est la forme proliférative (ou végétative) de T. gondii. 11 est libéré a la suite de la
destruction de la membrane des formes de résistance (kyste ou oocyste) et se propage dans
I’organisme qu’il infecte. Cette courte phase de dissémination (ou phase aigu€) se caractérise,
d’une part, par la reconnaissance puis la pénétration du parasite dans la cellule-hdte, et d’autre
part, par sa multiplication rapide a I’intérieur de la cellule infectée.

A) L’invasion de la cellule-hdte

L’invasion dans la cellule-hdte est une étape importante pour la survie de ce parasite.
Le parasite pénétre activement dans les cellules et se trouve rapidement isolé du cytoplasme
de la cellule-héte dans un compartiment intracellulaire spécialisé, la vacuole parasitophore,

dans lequel il va se développer.
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Contrairement aux autres protozoaires, le toxoplasme ne posséde, ni flagelle, ni cils, et
fait pourtant preuve d'une trés grande mobilité. C'est grace 4 des mouvements de glissement
(King, 1988) et de rotation impliquant l'intervention de molécules d'actine et de myosine qu'il
pourrait ainsi se rendre jusqu'a la membrane de la cellule. (Dobrowolski et al., 1997a, 1997b)

a) L’attachement

L’invasion est précédée d’une €tape de reconnaissance entre le parasite et la cellule-
héte. Cette reconnaissance implique des interactions de ligands parasitaires de surface avec
des récepteurs a la surface de la cellule-hote. L’efficacité de I’attachement du parasite sur la
cellule-h6te semble dépendre du niveau d’expression des récepteurs cellulaires. En effet, selon
la phase du cycle cellulaire dans laquelle la cellule se trouve, celle-ci ne présente pas la méme
attraction pour les parasites. Des expériences utilisant des cellules synchronisées ont révélé
que P'efficacité d’attachement était maximale pendant la phase S du cycle (Grinwood et al.,
1996). Bien que les mécanismes d’attachement restent incertains, le role de certaines
molécules parasitaires et cellulaires dans ces processus a été mis en évidence. Ces mécanismes
impliquent des protéines de la matrice extracellulaire, des lectines, des protéines de
surface parasitaire et des protéines de micronémes.

Parmi les protéines de la matrice extracellulaire, le role de la laminine et du
collagéne de type IV a été démontré (Furtado et al., 1992a). La laminine recouvrant les
parasites, via sa liaison a des récepteurs parasitaires, servirait de ligand a des récepteurs de la
laminine des cellules-hdtes. Différents récepteurs cellulaires, comme le récepteur exprimé par
les macrophages murins (cellules J774) et le récepteur a6/Bl de ’intégrine Bl sur les
fibroblastes humains, ont été identifiés (Furtado et al.,1992a, b). La laminine est une protéine
trés abondante susceptible d’étre reconnue par une grande variété de cellules, elle
interviendrait pour établir un pontage entre le parasite et la cellule-hote.

L’intervention de composés lectiniques dans les processus d’attachement est
également suggérée. Des lectines présentes a la surface des parasites ont été mises en
évidence grace a l'affinité qu’elles possédent pour les oligosaccharides. Ainsi, lorsque la
sérum albumine bovine est couplée a la glucosamine, celle-ci se fixe a la surface parasitaire
(Robert et al., 1991). De plus, la fixation de ce complexe sérum albumine bovine-glucosamine
a la surface des parasites est capable d’inhiber, par un mécanisme compétitif, I’invasion des
toxoplasmes dans des cellules ﬁbroblastiques. Le toxoplasme utiliserait des lectines ou des
protéines apparentées aux lectines pour établir cette interaction hote-parasite. La sécrétion de
composés "lectine-like" contenus dans les rhoptries au moment de 1’invasion suggére leur

implication dans ces mécanismes de reconnaissance (de Carvalho et al., 1991).
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Les protéines de surface du toxoplasme, et plus particulierement I’antigéne majeur de
surface, SAG1 pour les tachyzoites, constituent des cibles privilégiées dans ces mécanismes
d’attachement avec la cellule-hote (Kasper and Kahn, 1993 ; Kasper and Mineo, 1994 ;
Grimwood and Smith, 1995). En effet, une inhibition de I’infection de fibroblastes ou de
cellules épithéliales a été observée lorsque les toxoplasmes sont incubés en présence de
différents anticorps dirigés contre l'antigéne SAG1 (Grimwood and Smith, 1992 ; Mineo et
al., 1993). De méme, bien que les mutants déficients pour les protéines SAG1 (le mutant B)
ou SAG3 soient toujours capables d’envahir les cellules, ceux-ci présentent une capacité
limitée pour se lier aux cellules par rapport a la souche parentale (Tomavo, 1996). Ces
protéines de surface n’interviendraient pas dans des fonctions vitales pour le parasite. La
présence de plusieurs protéines de surface permettrait au parasite de présenter une large
gamme de ligands capables d’interagir avec les récepteurs cellulaires. De méme, ces protéines
de surface pourraient également fournir des redondances permettant au parasite d’interagir
avec une grande variété de cellules-hotes.

L’implication des protéines de micronémes au cours de ce processus d’attachement
est depuis peu suspectée. En effet, la protéine MIC1 posséde une affinité importante avec la
surface des cellules-hdtes (Achbarou ef al., 1991a ; Fourmaux et al., 1996a). D’ailleurs, des
anticorps anti-MIC1 inhibent l’infection des cellules par les toxoplasmes (Grimwood and
Smith, 1996). D’autres protéines de micronémes comme les protéines MIC2 et MIC3
pourraient également étre impliquées dans ces processus d’attachement du toxoplasme sur la
cellule-hdte (Dobrowolski et al., 1997b ; Sibley et al., 1998). '

b) L’invasion (figure 5)

L’invasion de la cellule-hdte est un phénoméne différent de celui induit par la
phagocytose. La pénétration du parasite dans la cellule-h6te est beaucoup plus rapide (30-40
secondes contre 2-4 minutes pour la phagocytose) (Moriaski ef al., 1995). De plus, ce
processus d’invasion commun a tous les Apicomplexa est un phénomeéne actif (Dobrowolski
and Sibley, 1996). Il implique une succession d’événements chronologiques conduisant a la
formation de la jonction mobile, ’exocytose séquentielle des micronémes, des rhoptries, et des
granules denses et aboutissant & la formation et a la maturation de la vacuole parasitophore.

L’invasion est initiée & la suite de 1’attachement du parasite a la surface de la cellule-
hote. Le parasite se réoriente et présente son extrémité apicale a la cellule-hdte. Cette zone de
contact provoque une dépression locale de la membrane plasmique de la cellule-hote (Werk,
1985 ; Joiner, 1993). La membrane va alors se déformer en s’invaginant pour former un
anneau appelé jonction mobile encerclant le parasite (Aikawa et al., 1977). Une constriction
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Figure 5 : Représentation schématique des différentes étapes de l'invasion (D'aprés
Dubremetz et al., 1998).

Aprés une étape de reconnaissance de la cellule-héte (A), les micronemes du tachyzoite sont
sécrétées et la jonction mobile se forme. Le parasite prend appui sur cette jonction mobile et se
glisse a l'intérieur de la cellule-hote. Les molécules de rhoptries sont exocytées et la formation
de la vacuole parasitophore est initiée. Le contenu des micronémes couvre la surface du zoite et
s'accumule en arriere au fur et a mesure de la progression le long de la jonction mobile (B). La
jonction mobile se referme en arriere du parasite. Le tachyzoite se trouve alors isolé du
cytoplasme de la cellule-hote dans la vacuole parasitophore. Le contenu des granules denses est
sécrété dans la vacuole et va contribuer a la maturation de ce compartiment (C).



Figure 6 : Visualisation du réseau de tubules intravacuolaires, dans la vacuole
parasitophore de cellules fibroblastiques infectées par 7. gondii en microscopie
électronique (Sibley et al., 1995).

Les cellules infectées par 7. gondii sont fixées 20 minutes aprés I’invasion du parasite. Le réseau
intravacuolaire est formé a partir de vésicules multi-lamellaires sécrétées dans la partie
postérieure du parasite (fleche). Cette sécrétion est accompagnée par une invagination transitoire
de la partie postérieure du parasite (pointe de fléche).

Légende : pv: vacuole parasitophore, er : réticulum endoplasmique, m : mitochondrie, d :
granule dense, ¢ : conoide.
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du parasite peut apparaitre lorsque celui-ci progresse au travers de cette zone de contact. En
glissant le long de cette jonction mobile selon un axe antéro-postérieur, T. gondii forme une
vacuole parasitophore qui I’entoure progressivement. La jonction mobile est une structure
particuliére qui pourrait exclure la diffusion des protéines transmembranaires de la cellule-
hote vers la membrane de la vacuole parasitophore (de Carvalho and de Souza, 1989).
L’orientation du parasite et son glissement dans la cellule-h6te au cours de ce processus
impliquent |’intervention des composants de son cytosquelette (Nichols and Chiappino, 1987).
Les molécules d’actine et de myosine constituant son cytosquelette participent a I’initiation de
ces mouvements (Endo et al., 1988 ; Yasuda et al., 1988 ; Dobrowolski et al., 1997a, b ;
Dobrowolski and Sibley, 1996, 1997a), mais le mécanisme exact mis en place par T. gondii
pour se glisser dans la cellule-héte n’est pas identifi€. Il pourrait étre induit & la suite du
déplacement de protéines exprimées a la surface du parasite le long d’un support solide. Afin
d’utiliser I’énergie mécanique fournit par le moteur actine-myosine, ce processus impliquerait
Pintervention de protéines parasitaires transmembranaires interagissant, d’une part avec le
cytosquelette par leur domaine cytoplasmique, et d’autre part avec un récepteur cellulaire qui
jouerait le role d’un support solide. Les protéines de micronémes et notamment la protéine
MIC2 semblent étre de bons candidats (Dobrowolski et al., 1997a ; Dubremetz, 1998 ; Sibley
et al., 1998). En effet, ces protéines possédent dans leur séquence un domaine
transmembranaire, un domaine cytoplasmique et des domaines extracellulaires potentiellement
impliqués dans I’adhésion (Tomley et al., 1991 ; Wan et al., 1997). D’ailleurs, la sécrétion de
ces protéines prés du pdle apical du parasite semble se produire immédiatement avant
’invasion (Achbarou et al., 1991a ; Carruthers and Sibley, 1997). Au cours de I’invasion, ces
protéines de micronémes vont s’accumuler au fur et 4 mesure en arriére de la jonction mobile
et ne sont plus détectées dans la vacuole mature.

c) La formation de la vacuole parasitophore

Les mouvements de glissement le long de la jonction mobile vont progressivement
entrainer le parasite a I’intérieur de la cellule-hote. Au moment de I’invasion, les rhoptries
paraissent se vider de leur contenu (Nichols and O’Connors, 1981 ; Nichols ez al. 1983). Suite
a cefte exocytose, il semblerait que certaines protéines de rhoptries s’insérent dans la vacuole
parasitophore en formation (Beckers ef al., 1994). La phospholipase A2, une enzyme dont
Pactivité est lie a la concentration du calcium intracellulaire, pourrait intervenir en modifiant
la fluidité de la membrane de la cellule-héte facilitant ainsi I’invasion du parasite. En effet, in
vitro, lorsque la phospholipase A2 est active, I’invasion des tachyzoites est facilitée, alors que
son inactivation empéche la pénétration parasitaire (Saffer et al, 1989 ; Saffer and
Schwartzman, 1991).
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Lorsque le parasite a pénétré dans la cellule-héte, la jonction mobile se ferme derriére
lui, la membrane de la vacuole entourant le parasite se pince et se détache du plasmalemme de
la cellule (Suss-Toby et al., 1996). Le parasite se trouve ainsi complétement isolé du
cytoplasme de la cellule au sein d’une vacuole dite 'parasitophore”. La vacuole
parasitophore est un compartiment intracellulaire particulier incapable de fusionner avec les
lysosomes de la cellule. Pour éviter cette fusion, la membrane de la vacuole parasitophore
nouvellement formée va étre modifiée. Cette modification implique, d’une part I’exclusion des
molécules de la membrane plasmique de 1'hdte, et d’autre part I’incorporation de protéines
parasitaires.

L’exclusion des protéines de la membrane de la vacuole se produit quelques minutes
aprés I’invasion cellulaire. Elle comprend des protéines de surface (récepteur Fc, molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité de classe I ou II, CD44, ATPase...). Les marqueurs des
compartiments lysosomiaux (LAMP1, Rab5, Rab7...) sont également absents de la membrane
de la vacuole (de Carvalho and de Souza, 1989 ; Mordue and Sibley, 1997). La poursuite de la
maturation de la vacuole parasitophore s’accompagne de la sécrétion des protéines de
granules denses, de la formation d’un réseau de tubules membranaires et de ’association
d’organites de la cellule-hdte avec la membrane de la vacuole. Les protéines contenues
dans les granules denses ou protéines GRA sont sécrétées au niveau du pdle apical du
parasite quelques instants aprés l’invasion, lorsque le parasite est installé dans la vacuole.
Sécrétées sous forme soluble, ces protéines sont ciblées a des endroits différents de la vacuole
(Charif et al., 1990 ; Achbarou et al., 1991b ; Cesbron-Delauw, 1994 ; Sibley et al., 1995).
Cette sécrétion se produit en continu durant tout le développement intracellulaire du
toxoplasme. Parallélement a cette sécrétion, le parasite élabore des structures membranaires
intravacuolaires constituant un réseau de tubules membranaires qui va assurer la continuité
entre sa membrane plasmique et celle de la vacuole parasitophore (Sibley and Krahenbuhl,
1988). La formation de ce réseau implique la sécrétion de vésicules multilamellaires se
produisant dans la partie postérieure du parasite. Une invagination du pdle postérieur est, en
effet, visible dix minutes aprés la fermeture de la vacuole (figure 6). Cependant, ce
phénomeéne est transitoire puisque le parasite retrouve sa forme originelle aprés trente a
soixante minutes (Sibley et al., 1995). Il semblerait également que la formation et la stabilité
de ce réseau dépendent de la sécrétion de molécules contenues dans les granules denses
(Charif, et al., 1990 ; Achbarou et al., 1991b). Le rdle de ce réseau n’a pas ét¢ identifié.
Cependant, la connexion membranaire observée entre le réseau tubulaire et la membrane de la
vacuole parasitophore suggére un contact possible de celui-ci avec le cytoplasme de la cellule-
héte. 11 jouerait ainsi un rdle privilégié dans la communication et les échanges trophiques
entre le parasite et la cellule-hote. De méme, I’insertion des protéines de granules denses dans
ce réseau pourrait participer a la formation d’un canal ou d’une pore facilitant les échanges
métaboliques ou intervenant dans la transduction des signaux (Sibley et al., 1995). La vacuole
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pourrait se comporter comme un tamis dans lequel seraient insérés des pores ouverts en
permanence et permettant une diffusion de protéines de petits poids moléculaires (inférieurs a
2000 Daltons), sans spécificité de charge (Schwab et al., 1994). Ces pores faciliteraient les
échanges afin d’établir un équilibre entre I’environnement cytoplasmique de la cellule-héte et
celui de la vacuole (pH, état d’oxydo-réduction, composition chimique).

Enfin, d’étroites relations entre les mitochondries et le réticulum endoplasmique de la
cellule-hdte et la membrane de la vacuole parasitophore sont observées (Sinai et al., 1997).
Les composants du réticulum endoplasmique entourant la vacuole parasitophore semblent étre
incorporés dans la membrane de la vacuole (de Melo et al., 1992). Le parasite pourrait trouver
dans cette association les produits nécessaires & son métabolisme avec des échanges facilités
d’ATP et de nutriments, ainsi qu’une source potentielle de lipides. La "capture” des organites
cellulaires impliquerait, dans un premier temps, une association de type ligand-récepteur entre
des protéines parasitaires de la vacuole parasitophore et un récepteur cellulaire. Ce mécanisme
d’ancrage ferait intervenir des protéines parasitaires s’insérant dans la membrane de la
vacuole et présentant un domaine cytoplasmique du c6té de la cellule-héte (Sinai et al., 1997).

Jusqu’a présent, I’origine des lipides de la membrane de la vacuole, représentés
essentiellement par du cholestérol et des phospholipides, n’est pas établie. Bien que la plupart
de ces lipides semblent dériver de la membrane de la cellule-hdte (Suss-Toby et al., 1996), il
n’est pas exclu qu'une partie d’entre eux soient d’origine parasitaire. D’ailleurs, 1’analyse du
contenu lipidique des rhoptries a mis en évidence un taux inhabituel de lipides (rapport
lipide/protéine 0,26), avec un fort pourcentage de phosphatidylcholine (75 %), de cholestérol
et I’absence de phosphatidylsérine, de sphingomyéline (Foussard et al., 1991). Ces lipides
pourraient étre sécrétés dans la membrane de la vacuole en formation.

d) La multiplication intracellulaire des parasites

A la suite de sa pénétration a I’intérieur de la cellule-héte, le parasite perd toute
mobilité et il commence a se multiplier par endodyogénie. A I’intérieur de chaque parasite,
deux cellules filles se forment a la suite d’une fission binaire. Les parasites s’organisent a
’intérieur de la vacuole parasitophore en forme de rosette (figure 7). La vitesse de
multiplication est variable selon la souche parasitaire et dure de 5 a 10 heures (Jones and
Hirsch, 1972). Les souches virulentes se multiplient plus rapidement, in vitro, que les souches
non virulentes (Makioka and Ohtomo, 1995). Tous les parasites d’une méme vacuole se
divisent de maniére synchrone. Au fur et mesure des cycles de division, le volume occupé par
la vacuole parasitophore s’accroit. L’ origine de cette augmentation de surface de la membrane

est encore inconnue.
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Aprés six a huit cycles d’endodyogénie, 64 a 256 tachyzoites vont sortir de la
cellule-hote et sont capables d’infecter les cellules environnantes. Juste avant la rupture de
la membrane de la vacuole parasitophore, les parasites alors immobiles s’activent et sont
libérés hors de la cellule. La reprise des mouvements parasitaires semble liée aux variations
de la teneur en calcium intracellulaire (Endo ef al., 1982 ; Stommel et al., 1997). Le parasite
traverse successivement la membrane de la vacuole, le cytoplasme puis le plasmalemme de
1a cellule-h6te provoquant des 1ésions irrémédiables au niveau de la membrane cellulaire.

Figure 7 : Coupe ultrafine d’une cellule Véro contenant une vacuole parasitophore au
stade de huit tachyzoites (migrographie de J. F. Dubremetz).

Les tachyzoites (TK) apparaissent bien délimités au sein de la vacuole parasitophore. La
membrane délimitante (M) de cette derniére est facilement reconnaissable. Les membranes
du réseau intravacuolaire (R) peuvent étre apercgues entre certains tachyzoites.

Au cours de chaque cycle de multiplication, la synthése de ’ADN s’accompagne
d’une production importante d’adénosine tri-phosphatase (ATPase). Cette activité fournirait
I’ ATP nécessaire au parasite dans la production de ses nucléotides puriques. En effet, bien
que capable de synthétiser de novo les pyrimidines, 7. gondii présente une déficience pour la
synthése des purines (Schwartzman and Pfefferkorn, 1981 ; Asai ef al., 1983). A 1la suite de
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’acquisition de I'uracile, de la thymidine et de la cytidine de la cellule-héte, des enzymes
parasitaires spécifiques convertissent ceux-ci sous forme assimilable dans son métabolisme.
Ainsi, ['uracil phosphoribosyltransférase (UPRT) est une enzyme impliquée dans la
conversion de l'uracile en uridine 5’-monophosphate (UMP) (Carter et al., 1997). L’ATP,
principale source des bases puriques, serait dégradé en adénosine puis il serait rephosphorylé
fournissant ainsi les nucléotides puriques nécessaires a la synthese d’ADN (Schwartzman and
Pfefferkorn, 1982). Plusieurs. enzymes impliquées dans ces processus ont été identifiées.
Ainsi, I’adénosine kinase intervient dans le transport de ’adénosine dans le parasite (Schwab
et al., 1995). Les NTPases sont également impliquées dans la voie de sauvetage des purines
en fournissant une importante source de nucléosides phosphates. Les NTPases sont, en effet,
responsables de 1’hydrolyse de I’ATP en monophosphate (Sibley et al., 1994a ; Asai et al.,
1995). De méme, I’hypoxanthine-xanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HXGPRT) est
impliquée dans la conversion de [I’hypoxanthine en inosine monophosphate (IMP)
(Pfefferkorn and Borotz, 1994).

B) Structure moléculaire des tachyzoites

La structure moléculaire des tachyzoites est désormais mieux connue depuis le clonage
d’un certain nombre de génes parasitaires. En 1991, une nomenclature a été proposée a la
suite des travaux réalisés par Sibley et collaborateurs (Sibley et al, 1991a). Cette
nomenclature utilise un code génétique de trois lettres décrivant, .soit la localisation
subcellulaire de la protéine, soit la fonction du produit du géne. Ainsi, les génes codant pour
les protéines de surface sont regroupés sous le terme SAG, les génes codant pour les protéines
de granules denses sous le terme GRA, les génes codant pour les protéines de rhoptries et de
micronémes sous les termes ROP et MIC respectivement. La méme nomenclature est utilisée
lorsque les génes codent pour des protéines dont la fonction est connue. C’est, par exemple, le
cas pour les génes TUB codant pour les protéines de tubulines ou pour le géene NTP codant
pour la nucléotide triphosphate hydrolase.

L’identification et la caractérisation parmi les molécules parasitaires des molécules
antigéniques sont importantes 4 la fois dans la mise au point d’un diagnostic et d’un traitement
contre la toxoplasmose. Dans cette optique, les recherches concernant deux grandes classes
d’antigénes, les antigénes de surface et les antigénes de sécrétion, se sont intensifices.

a) Les molécules de surface

Actuellement, cinq protéines majeures de surface ont été décrites chez le tachyzoite. I1
s’agit des protéines SAG1 ou P30, SAG2 ou P22, SAG3 ou P43, P23 et P35. Certaines
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d’entre elles sont communes aux différents stades (tachyzoite, bradyzoite et sporozoite), ¢’est
le cas, par exemple, de SAGS3.

Caractéristiques communes

Toutes les molécules de surface identifiées a ce jour contiennent deux régions
hydrophobes. La premicre, située dans la partie N-terminale de la protéine est caractéristique
d’une séquence signal (nécessaire 4 leur entrée dans le lumen du réticulum endoplasmique).
La seconde, située dans sa partie C-terminale, présente les caractéristiques d’une séquence
signal GPI. C’est par I’intermédiaire de ce groupement glycosylphosphatidyl inositol
(GPI) que ces protéines sont ancrées dans la membrane plasmique du parasite. Cette structure
est composée d’un groupement inositol, d’une glycosamine et d’une éthanolamine (Couvreur
et al., 1988 ; Nagel and Boothroyd, 1989 ; Tomavo et al., 1989 ; Schwarz and Tomavo, 1993).

Ces protéines de surface sont également I’objet de modifications post-traductionnelles.
Ces modifications impliquent la phosphorylation de résidus sérine présents dans les protéines
SAG1 et SAG2 (Tomavo et al., 1992). Par contre, bien que ces protéines possédent des
structures glycosylables, la glycosylation n’est pas une modification post-traductionnelle
courante (Burg et al., 1988). Seule la protéine P23 semble glycosylée (N-glycosylation,
Schwarz and Tomavo, 1993).

De plus, certaines protéines de surface présentant des profils d’hydrophobicité

similaires ont été groupées par familles. Une de ces familles est constituée par des protéines
apparentées a SAG1. Elle comprend les protéines SAG1, SAG3 et SRS (Manger et al., 1998

La famille SAG1/SAG3/SRS

La protéine SAG1 (ou P30) est I’antigéne majeur de surface de 7. gondii. SAG1 est
uniquement exprimée au stade tachyzoite (Kasper et al., 1983, 1984 ; Burg et al., 1988). Elle
est uniformément répartie a la surface du parasite et représente de 3 a4 5 % des protéines
parasitaires (Dubremetz et al., 1985 ; Grinwood and Smith, 1995). Décrite pour la premiére
fois en 1980 par Handman et Remington (Handman and Remington, 1980), cette protéine a
été a ’origine de nombreuses études du fait de son caractére trés immunogene (Rodriguez et
al., 1985). Cette protéine est trés souvent utilisée comme un antigéne de référence dans les
tests de diagnostic sérologiques (Santoro et al., 1985, 1986 ; Decoster et al., 1988) et dans les
stratégies vaccinales contre la toxoplasmose (Biillow and Boothroyd, 1991 ; Darcy et al,,
1992).

La protéine SAG1 pourrait jouer un rdle dans I’invasion. En effet, I’invasion cellulaire
par les toxoplasmes est diminuée en présence de divers anticorps monoclonaux anti-SAG1
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(Grinwood and Smith, 1992, 1996 ; Mineo and Kasper, 1994). Cette protéine de surface
semblerait jouer un réle important dans la reconnaissance de la cellule-héte (Boothroyd et al.,
1998). Cependant, un mutant chimique n’exprimant plus la protéine SAG1 (mutant B) n’a pas
révélé de différence dans la capacité d’invasion et de multiplication des parasites en
comparaison avec la souche sauvage (Kasper, 1987). Enfin, un alléle spécifique au locus du
geéne SAG! (allele 1) est corrélé avec la virulence chez la souris suggérant I’intervention de
SAGI en tant que marqueur de virulence (Sibley and Boothroyd, 1992c).

La protéine SAG3 (ou P43) est une protéine présente a tous les stades parasitaires
(tachyzoite, bradyzoite et sporozoite). Bien que I’homologie globale soit faible (24 %
d’homologie), elle présente les mémes caractéristiques structurales que celles identifiées sur la
protéine SAG1, avec un profil d’hydrophobicité identique (Cesbron-Delauw et al., 1994). De
plus, la similarité entre ces deux protéines est renforcée par la conservation des 12 résidus
cystéines et de leur position, ce qui suggére une conservation des ponts disulfure de ces deux
protéines.

Un mutant nul SAG3" a été obtenu par double recombinaison homologue. In vitro, le
mutant SAG3" présente une nette réduction (40-60%) dans sa capacité d’envahir les cellules et
une diminution de sa virulence in vivo (Tomavo, 1996).

La protéine SRS1 (SAGl-related sequence 1), moins abondante que SAG1, est une
protéine de 46 kDa dont le géne se situe en amont de celui de SAG1 (Hehl et al., 1997).

Les similitudes des séquences primaires et la conservation de structures identiques
(profil d’hydrophobicité, résidus cystéine) parmi les trois membres de cette famille de
protéines de surface suggérent une fonction commune. SAG1 a été identifiée comme un acteur
important dans |’attachement cellulaire. La présence d’autres protéines telles que SAG3 et
SRS1 pourrait expliquer pourquoi les mutants déficients pour la protéine SAG1 (mutant B) ou
SAGS3 sont viables et encore capables d’envahir les cellules et de s’y multiplier. Ces protéines
de surface pourraient également fournir des redondances permettant au parasite d’interagir
avec une grande variété de ligands, présents a la fois a la surface de différents types cellulaires
et dans différentes espéces. L’identification du role précis par chaque membre de cette famille
au cours de ’infection est devenue un axe de recherche important.

La protéine SAG2 (ou P22) est exclusivement exprimée au stade tachyzoite
(Couvreur et al., 1988 ; Prince et al., 1990). Cette protéine initialement décrite comme une
protéine de 14 kDa (Handman, et al., 1980). est uniformément répartie a la surface du parasite
(Grimwood and Smith, 1995). Tout comme les autres protéines de surface, elle possede deux
régions hydrophobes dans sa partie N-terminale et dans sa partie C-terminale avec une
séquence d’ancrage GPI. Cependant, elle se distingue de la famille liée & SAG1 par une
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distribution différente de ses résidus cystéines au sein de sa séquence (Cesbron-Delauw et al.,
1994). La protéine SAG?2 jouerait un role dans I’orientation du parasite lors de la pénétration
dans la cellule-h6te (Smith, 1995 ; Grimwood and Smith, 1996). Les parasites pré-incubés
avec des anticorps monoclonaux dirigés contre cette protéine sont incapables d’envahir la
cellule-hdte et s’accumnulent sur la membrane de I’hdte. Par contre, la neutralisation des
anticorps restaure la mobilité et la réorientation des parasites.

b) Les molécules de sécrétion
b.1) Les molécules de micronémes
Chez T. gondii, les protéines de micronémes ont été peu étudiées. Jusqu’a présent, trois
protéines ont été caractérisées, MIC1 (60 kDa), MIC2 (120 kDa) et MIC3 (90 kDa)
(Achbarou et al., 1991a ; Fourmaux et al., 1996a ; Wan et al., 1997). Ces protéines sont

détectées a tous les stades parasitaires.

Caractéristiques communes

Les protéines MIC sont sécrétées avant ’invasion cellulaire (Carruthers and Sibley,
1997). Le role précis de ces molécules n’a pas été déterminé. Cependant, les protéines de
micronémes des Apicomplexa présentent des caractéristiques communes vraisemblablement
liées a une fonction biologique similaire. L’analyse des séquences protéiques primaires a
révélé I'existence de domaines potentiellement impliqués dans des phénoménes d’adhésion,
suggérant leur intervention, trés tot, lors de I’invasion cellulaire, dans les mécanismes de
reconnaissance et d’attachement a la cellule-héte (Fourmaux et al., 1996b).

La protéine MIC1 contient une séquence caractéristique d’un peptide signal
(Fourmaux et al., 1996a). L’analyse des séquences d’ADNc de MIC1 a révélé I’existence de
deux domaines répétés, en tandem, dans lesquels la position et le nombre des résidus cystéine
sont bien conservés. Ces domaines présentent une homologie intéressante avec ceux décrits
dans les protéines TRAP (Thrombospondin Related Adhesive Protein) et CSP
(Circumsporozoite Protein) de Plasmodium ou de tels domaines interviennent dans les
processus d’attachement et d’invasion avec les hépatocytes (Robson et al., 1988 ; Cerami et
al., 1992). Cependant, bien que la protéine MIC1 posséde une affinité pour la surface des
cellules hotes, elle n’a jamais été détectée a la surface du parasite ou de la cellule-héte lors de
I’invasion (Fourmaux et al., 1996a).

La protéine MIC2 .est une protéine de 120 kDa. Elle présente également des
homologies avec les protéines TRAP. Lorsque le contact entre le parasite et la cellule-hote
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s’établit, cette protéine est détectée a la surface apicale du parasite (Carruthers and Sibley,
1997). Puis, au cours de I’invasion, elle va progressivement gagner 1’extrémité postérieure
avant d’étre relarguée dans le milieu extérieur. Son rdle est encore incertain, toutefois, elle
pourrait intervenir dans le phénoméne d’attachement avec la cellule-hote en se liant aux sucres
sulfatés de I’hote (Sibley et al., 1998). La protéine MIC2 semble contenir deux domaines
différents impliqués dans le processus d’adhésion de diverses molécules cellulaires. De plus,
lorsque la sécrétion de MIC2 est bloquée en présence d’un inhibiteur de la myosine, la
capacité d’invasion des parasites est réduite (Dobrowolski et al., 1997a ; Sibley et al., 1998).
Cette protéine pourrait jouer un rdle lors de I’invasion cellulaire.

La protéine MIC3 (90 kDa) est un hétérodimére composé de deux sous-unités de 38
kDa, liés par des ponts disulfures (Achbarou et al., 1991a). Cette protéine riche en résidus
cystéine posséde un peptide signal dans sa région N-terminale et un domaine
transmembranaire (Garcia-Réguet and Dubremetz, non pixblié). La protéine MIC3 posséde
également cinq motifs homologues & des domaines du facteur de croissance épidermique, EGF
(Epidermal Growth Factor) ainsi qu'un domaine apparenté aux lectines. La présence de ces
domaines suggere leur probable intervention dans des interactions protéine-protéine ou
protéine-glycane impliquées dans les phénoménes de reconnaissance ligand-récepteur.

b.2) Les molécules de rhoptries

Jusqu’a présent, une dizaine de protéines de rhoptries (ROP1..ROP11) a été décrite
chez T. gondii (Dubremetz et al., 1987 ; Kimata and Tanabe, 1987 ; Sadak et al., 1988 ;
Schwartzman and Krug, 1989 ; Leriche and Dubremetz, 1991).

Caractéristiques communes

Les molécules contenues dans les rhoptries ou protéines ROP sont sécrétées au
moment de ’invasion dans l’espace vacuolaire en formation. Ces protéines, détectées
seulement pendant quelques minutes aprés I’invasion, vont alors s’insérer dans la membrane
de la vacuole parasitophore (Nichols et al., 1983 ; Saffer et al.,, 1992 ; Dubremetz et al.,
1993). Bien qu’aucune fonction n’ait été attribuée a ces protéines, les protéines de rhoptries
d’autres Apicomplexa (Plasmodium, Sarcocystis...) seraient impliquées dans les mécanismes
d’attachement et d’invasion cellulaire (Perkins, 1992 ; Sam-Yellowe, 1996). Certaines d’entre
elles (ROP2-5) sont des protéines basiques. Le role des protéines basiques a d’ailleurs été
proposé lors des mécanismes de pénétration dans la cellule-hdte (Leriche and Dubremetz,
1991). Les protéines de rhoptries de T. gondii semblent intervenir a la fois lors de 1’invasion et
dans la formation initiale de la vacuole parasitophore (Dubremetz, 1998).
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proposé lors des mécanismes de pénétration dans la cellule-hote (Leriche and Dubremetz,
1991). Les protéines de rhoptries de 7. gondii semblent intervenir a la fois lors de I'invasion

et dans la formation initiale de la vacuole parasitophore (Dubremetz, 1998).

La protéine ROP1 est présente 4 tous les stades parasitaires. Il s’agit d’une protéine
hydrophile de 60.5 kDa, riche en résidus proline dans sa partie N-terminale. La protéine
posséde un peptide signal a son extrémité N-terminale, mais elle est dépourvue d’une
séquence caractéristique d’une région transmembranaire. L’analyse de sa séquence en acides
aminés révéle une extrémité N-terminale acide et une extrémité C-terminale basique.
L’assymétrie de sa charge pourrait intervenir dans [interaction de ROPI avec les
phospholipides ou des molécules transmembranaires expliquant sa localisation membranaire
(Ossorio et al., 1992). Elle est décrite pour la premiére fois en 1966 comme un facteur
protéique, le PEF (Penetration Enhancing Factor) capable d’augmenter la pénétration des
parasites dans la cellule-h6te (Lycke and Norrby, 1966 ; Norrby and Lycke, 1967 ; Lycke et
al., 1975). La protéine ROP1 est sécrétée au moment de la pénétration et se trouve a la fois
associée a la membrane de la cellule et 4 la membrane de la vacuole parasitophore en
formation. Quelques heures aprés Iinvasion, la protéine disparait rapidement de la membrane
de la vacuole suggérant son implication précoce dans la formation de la vacuole (Saffer ez al.,
1992). La fonction exacte de la protéine ROP1 n’a pas encore été identifiée. Son interaction
avec d’autres protéines, afin d’augmenter la pénétration du parasite dans la cellule-héte, est
suspectée bien qu’aucun phénotype particulier n’apparaisse pour le mutant nul ROP1". En
effet, ce mutant ne présente pas de différence significative avec la souche parentale dans sa
virulence chez la souris, dans sa capacité & envahir la cellule-hdte et & s’y multiplier. La
protéine ROP1 n’est pas essentielle a la survie des parasites (Soldati et al., 1 995).

La famille ROP2, 3, 4, 7 et 8

La protéine ROP2 appartient a une famille de protéines basiques dont le poids
moléculaire est compris entre 55 et 60 kDa. La protéine ROP2 (54 kDa) est riche en proline
et subit une maturation a la suite du clivage de son produit de 70 a 80 kDa. La protéine
mature contient une séquence interne transmembranaire qui lui permet de s’intégrer dans la
membrane de la vacuole. Cette famille est composée des protéines (ROP2, 3, 4, 7 et 8)
localisées dans la membrane de la vacuole et possédant des déterminants antigéniques
communs (Sadak ez al., 1988 ; Leriche and Dubremetz, 1991 ; Beckers ef al., 1997). Ces
protéines sont exprimées a tous les stades du parasite (tachyzoite, bradyzoite et plus
faiblement au stade sporozoite). Les molécules ROP2 (55 kDa) et ROP4 (60 kDa)
constituent les protéines majeures de cette famille. Toutes les deux sont insérées dans la
membrane de la vacuole au moment de I'invasion et sont exposées du cdté du cytoplasme de
la cellule (Beckers ez al., 1994).
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de la vacuole (Sadak et a/., 1988 ; Leriche and Dubremetz, 1991). Les protéines ROP8 (52
kDa), ROP9 (220 kDa), ROP10 (120 kDa) et ROP11 (168 kDa) ont été localisées dans le
pédoncule des rhoptries par microscopie €lectronique (Leriche and Dubremetz, 1991).

b.3) Les molécules de granules denses (Cesbron-Delauw, 1994 ;
Cesbron-Delauw et al., 1996)

Les protéines GRA constituent une famille de molécules de petit poids
moléculaire (entre 20 et 40 kDa). Jusqu’a présent 9 protéines de granules denses de la forme
tachyzoite ont été caractérisées. Il s’agit des protéines GRA1 (23 kDa), GRA2 (28 kDa),
GRA3 (30 kDa), GRA4 (40 kDa), GRAS (21 kDa), GRAG6 (32 kDa), GRA7 (30 kDa) et de
la NTPase 1 (240 kDa) et NTPase 2 (270 kDa) (Cesbron-Delauw et al., 1989 ; Mercier et al.,
1993 ; Bermudes et al., 1994a ; Mévelec et al., 1992 ; Lecordier et al., 1993 ; Lecordier et al.,
1995 ; Jacobs et al., 1998 ; Sibley et al., 1994a ; Asai et al., 1995). Bien que la topologie de
ces protéines dans la vacuole parasitophore soit connue, aucune fonction biologique n’a pu
leur étre attribuée, a I’exception des NTPases.

Caractéristiques communes

L’analyse de leur séquence protéique primaire a révélé également la présence d’une
séquence hydrophobe caractéristique d’un peptide signal, dans leur partie N-terminale. De
plus, la plupart d’entre elles possédent des domaines hydrophobes présentant les
caractéristiques d’une région transmembranaire. Ces protéines sont cependant stockées
sous forme soluble dans les granules denses et sont sécrétées dans la vacuole parasitophore
apreés I’invasion du parasite dans la cellule-hote. Cette sécrétion est maximale une vingtaine de
minutes aprés 1’invasion de la cellule-hdte (Carruthers and Sibley, 1997). Les protéines
exocytées vont étre ciblées différentiellement au sein de la vacuole parasitophore (Charif
et al., 1990 ; Achbarou et al., 1991b ; Cesbron-Delauw, 1994 ; Sibley et al., 1995). Sur la base
de leur localisation dans la vacuole parasitophore, trois classes de protéines ont été
distinguées. Alors que les protéines de la premiére classe, représentée par la protéine GRA1
et les NTPases sont des protéines solubles qui diffusent dans I’espace intravacuolaire, les
protéines de la seconde classe, GRA2, GRA4 et GRA6 vont s’associer avec les membranes
du réseau intravacuolaire. Enfin, les protéines de la troisieme classse, comprenant les
protéines GRA3, GRAS et GRA7 vont s’associer avec la membrane délimitante de la

vacuole parasitophore (figure 8).
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Figure 8 : Schéma représentant les différentes protéines GRA et leur localisation au sein de
la vacuole parasitophore.

Légende :

VP : vacuole parasitophore ; GD: granules denses ; MVP: membrane de la vacuole
parasitophore ; S : soluble ; M : membranaire ; Ca*™ : domaine de liaison au Ca™ ; a : hélice
alpha amphipathique ; H : domaine hydrophobe ; T : domaine transmembranaire.

: séquence signal
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Les protéines de la premiére classe

La premiere classe de protéines GRA est constituée de la protéine GRAI et des
NTPases (NTPasel et NTPase2). La protéine GRA1 (23 kDa) présente deux domaines de
structure secondaire en "hélice boucle hélice” connue pour fixer le calcium. Cette protéine
pourrait agir comme un modulateur de la concentration de calcium permettant de stabiliser le
réseau de la vacuole parasitophore (Cesbron-Delauw et al., 1989 ; Charif et al., 1990). Elle
pourrait également intervenir dans le conditionnement des produits de sécrétion (Cesbron-
Delauw, 1994). Les NTPasel et 2 représentent environ 8 % des protéines totales du
tachyzoite. Elles sont composées de quatre sous-unités identiques (de 66 a 67 kDa) (Asai et
al., 1987 ; Sibley et al., 1994a ; Bermudes et al., 1994b). Leur localisation vacuolaire devrait
leur permettre d’accéder directement 4 I’ATP cellulaire, présent en grandes quantités.

Les protéines de la seconde classe

Les protéines GRAZ2, GRA4 et GRA6 sont détectées dans I’espace vacuolaire en
association avec le réseau de tubules membranaires et dans la paroi des kystes (Charif et al.,
1990 ; Torpier et al., 1993). Trés rapidement aprés leur sécrétion, les protéines GRA2 (figure
9) et GRA6 s’accumulent au pdle postérieur du parasite ou elles participeraient a la formation
du réseau en s’associant aux vésicules multi-lamellaires (Sibley et al., 1995).

La protéine GRA2 (28 kDa) est une protéine O-glycosylée sur ses résidus sérine et
thréonine (Charif et al., 1990 ; Schwarz and Tomavo, 1993). L’analyse de sa séquence en
acides aminés a révélé la présence de deux motifs répétés pouvant s’organiser en hélices
amphiphiles (Prince et al., 1989 ; Mercier et al., 1993). L’implication de ces hélices
amphiphiles dans 1’association de GRA?2 avec les membranes du réseau intravacuolaire a été
récemment démontrée (Mercier et al., 1998a).

La protéine GRA4 (40 kDa) est une protéine riche en résidus proline, sérine et
thréonine. Elle posséde une région interne hydrophobe potentiellement transmembranaire
(Achbarou et al., 1991b ; Mévelec et al., 1992).

La protéine GRA6 (ou P32, 32 kDa) est caractérisée par deux séquences hydrophibes
(N- et C-terminale) encadrant un domaine central hydrophobe potentiellement
transmembranaire (Lecordier et al., 1995). L’analyse de sa séquence protéique primaire a
révelé, d’'une part que sa région C-terminale hydrophile est une région riche en résidus
glycine, et d’autre part certaines similitudes avec celle de la protéine GRAS (24 %
d;homologie). Cette protéine présente une certaine similarité avec des protéines de structure
fibreuse, ce qui suggére son implication dans le maintien de la structure du réseau
membranaire.



Figure 9 : Visualisation en microscopie électronique de 'immunomarquage a I’or colloidal
de la protéine GRA2 réalisé a Paide de ’anticorps monoclonal TG17-179 (Charif et al.,
1990b) (D’apreés Sibley ef al., 1995).

A la suite de I’exocytose des granules denses qui suit I’invasion du parasite dans la cellule-héte,
le marquage a I’or colloidal de GRA2 montre que cette protéine est détectée en association avec
les vésicules multilamellaires libérées au niveau de I’invagination postérieure du toxoplasme
(fleche). GRA2 est également localisée dans le complexe membranaire interne, au pole
postérieur du parasite (pointe de fleche).

Légende : pv : vacuole parasitophore, m : réseau intravacuolaire.
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Les protéines de la trosieme classe

Les protéines GRA3, GRAS et GRA7 sont détectées dans la membrane de la vacuole
parasitophore. Presque exclusivement associées a la membrane de la vacuole, ces protéines
peuvent également étre détectées dans des extensions de la membrane de la vacuole
parasitophore dans le cytoplasme de la cellule héte (Dubremetz et al., 1993).

La protéine GRA3 (30 kDa) posséde de courts domaines hydrophobes (Bermudes et
al., 1994a). Suite a sa sécrétion dans la vacuole parasitophore, la protéine GRA3 forme des
oligomeres qui s’associent de fagon stable avec la membrane de la vacuole par I’intermédiaire
d’interactions hydrophobes (Ossorioet al., 1994).

La protéine GRAS (ou P21, 21 kDa) est caractérisée, comme la protéine GRAG, par
deux régions hydrophiles flanquant un domaine central hydrophobe (Lecordier et al., 1993).
Les travaux récents de Lecordier et ses collaborateurs ont montré que la protéine GRAS est
une protéine transmembranaire de la membrane de la vacuole parasitophore. La région N-
terminale de la protéine est détectée dans le cytosol de la cellule-héte alors que sa région C-
terminale est localisée dans I’espace vacuolaire (Lecordier et al., 1999).

La protéine GRA7 (30 kDa) présente la méme architecture structurale que GRAS.
Elle contient une région interne hydrophobe potentiellement transmembranaire encadrée par
des régions hydrophiles (Jacobs et al., 1998 ; Fischer et al., 1998).

3) Bradyzoite et kyste

A) L’ultrastructure du kyste

Le kyste (figure 10) est une forme de latence dans 1’organisme qui persiste durant
toute le vie de I’h6te. Ces formes parasitaires sont associées & la phase chronique de la
maladie et sont détectables a partir du huitiéme jour de Dinfection. Les kystes sont
essentiellement localisés dans les tissus nerveux sous une forme sphérique et dans les tissus

musculaires sous une forme ovoide.

Ces formes parasitaires présentent une dimension variable de 15 a 200 um de diametre
ou de grand axe. Elles se développent progressivement dans le cytoplasme de la cellule hote et
se trouvent délimitées par une paroi. Cette paroi d’origine parasitaire et cellulaire confére une
propriété de résistance importante aux kystes (Sims et al.,1988). La paroi est constituée d’une
membrane intérieurement doublée d’un matériel granulaire condensé en couches homogenes.
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Figure 10 : Visualisation d’un kyste de 7. gondii provenant d’un cerveau de rat en
microscopie optique.

Ce kyste contient plus de mille bradyzoites de la souche VEG. La paroi du kyste est
indiquée par une fléche (D’aprés Dubey ef al., 1998).

A Pintérieur des kystes se situent des centaines de bradyzoites (figure 11) tassés les
uns contre les autres. Les bradyzoites sont des formes €volutives présentant une structure
proche de celle du tachyzoites. Les kystes sont des formes de résistance dans le milieu
intérieur. Ils se caractérisent par une multiplication trés lente ("brady" : lent en grec). Ces
formes parasitaires se distinguent des tachyzoites par une taille 1égérement plus petite, un
noyau décalé dans la partie postérieure. Le cytoplasme des bradyzoites contient également
de nombreux micronémes et des grains d’amylopectine abondants constituant une réserve
d’énergie.

B) Les génes spécifiques

En plus des différences morphologiques observées, les bradyzoites se différencient
des tachyzoites par 1’expression de marqueurs antigéniques qui leur sont propres. Ces
études ont révélé ’absence des antigénes de surface SAG1 et SAG2 qui sont les plus
exprimés par les tachyzoites (Kasper, 1989 ; Omata et al., 1989). Par contre, plusieurs
antigénes spécifiques du stade bradyzoite ont ét¢ identifiés par des anticorps monoclonaux
ou polyclonaux (Omata et al., 1989 ; Woodison and Smith, 1990 ; Weiss et al., 1992 ;
Smith et al., 1996).



Figure 11 : Ultrastructure en microscopie électronique d’un bradyzoite de la souche 76K
de T. gondii (D’apres Dubey et al., 1998).

Le stade bradyzoite est caractérisé par de trés nombreux micronémes (Mn), des rhoptries trés
denses (Rh), des grains d’amylopectine (Am) et des granules denses (Gd). On observe
également le plasmalemme du toxoplasme (Pm), le noyau (Nu), la mitochondrie (Mi),
I’appareil de Golgi (Go), I’apicoplaste (Ga), le complexe membranaire interne (Im), les
centrioles (Ce) et le conoide (Co).
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A ce jour, plusieurs antigénes spécifiques du stade bradyzoite ont été identifiés, parmi
lesquels se trouvent les protéines de surface (SAG4 ou P18, P21, P34, P36, BSR4/P36), les
protéines de la paroi du kyste (MAGI) et les protéines du cytoplasme (BAG1, Hsp70 et
LDH2) (Parmley et al., 1994b ; Yang and Parmley, 1995 ; Bohne et al., 1995, 1996).

Les protéines de surface

Cinq protéines de surface spécifiquement exprimées au stade bradyzoite ont été
observées (SAG4 ou P18, P21, P34, P36, BSR4/P36) (Tomavo et al., 1991). Seule la
protéine SAG4 (ou P18) a été caractérisée au niveau moléculaire (Odberg-Ferragut et al.,
1996). Cette protéine présente également deux régions hydrophobes. La premiére située dans
la partie N-terminale de la protéine est caractéristique d’un peptide signal. La seconde, en C-
terminal, présente un signal pour une ancre GPI. Aucune fonction n’a été identifiée.

Les protéines de la paroi du kyste : MAGI, la protéine de 116 kDa

Le géne codant pour la protéine MAG1 a été isolé a partir de kystes matures (Parmley
et al., 1994b). MAGI est un antigéne majeur du kyste. Cette protéine de 65 kDa est
abondamment détectée dans la matrice des kystes et plus faiblement dans la paroi kystique. La
séquence en acides aminés contient dans sa partie N-terminale les caractéristiques d’un
peptide signal en accord avec la sécrétion probable de MAG1 dans la matrice. La fonction
reste encore inconnue (Parmley et al., 1995).

D’autres protéines ont été détectées dans la paroi des kystes comme la protéine de 116
kDa, mais son géne n’a pas encore été isolé (Weiss et al., 1992). '

Les protéines du cytoplasme : BAGI, Hsp70 et LDH?2

La protéine BAG1 (ou HSP30) est un antigéne de 28-30 kDa uniquement exprimée
au stade bradyzoite. Le géne correspondant a été isolé dans le méme temps & partir d’une
banque d’expression, a la fois par Bohne et collaborateurs (le désignant comme le géne
BAGYI), et par I’équipe de Parmley (référencé alors comme le géne BAGS5) (Bohne et al., 1995;
Parmley et al., 1995). Dans le futur, afin d’éviter toute confusion, I’appellation BAG1 a été
adoptée. La protéine BAG1 est exclusivement exprimée dans le cytoplasme des bradyzoites.
Sa séquence en acides aminés révéle des homologies de sa région C-terminale avec la famille
des petites protéines de choc thermiques de plantes (HSP, Heat Shock Proteins). Ces
homologies reflétent probablement I’implication de cette protéine en réponse a un stress dans
le phénoméne de conversion tachyzoite-bradyzoite. Cependant, sa détection dans les kystes
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matures suggere également son importance dans les bradyzoites matures.

Une autre protéine apparentée a la famille des protéines HSP, la protéine Hsp70 a été
identifiée dans le stade bradyzoite (Weiss et al., 1998). Cette protéine pourrait également
intervenir lors de la différenciation tachyzoite-bradyzoite.

La protéine LDH2 (Lactate deshydrogenase) est une protéine de 35 kDa uniquement
exprimée au stade bradyzoite et qui présente plus de 71 % d’homologie avec la protéines
LDHI du stade tachyzoite (Yang and Parmley, 1995). Cette protéine présente également une
homologie importante avec une LDH de Plasmodium falciparum. La LDH2 intervient dans le
métabolisme énergétique du bradyzoite en transformant ’amylopectine en lactate (Denton et
al., 1996). Elle participerait ainsi a 1’adaptation du bradyzoite & son microenvironnement
puisque les bradyzoites sont plus résistants que les tachyzoites a des pH acides.

Par contre, la plupart des protéines GRA, a ’exception de la protéine GRA4 et des
NTPases, sont aussi détectées au stade bradyzoite (Torpier et al., 1993 ; Cesbron-Delauw,
1994). Ces protéines présentent dans la paroi des kystes une topologie similaire a celle
observée dans la vacuole parasitophore. En effet, alors qu’au stade tachyzoite, les protéines
GRA3, GRAS et GRA7 sont détectées dans la membrane de la vacuole parasitophore, dans
les bradyzoites, elles sont associées avec la membrane de la paroi kystique (Torpier et al.,
1993; Lane et al., 1996 ; Fischer et al., 1998). Les protéines GRA1, GRA2 et GRAG,
présentes dans le réseau de tubules membranaires au stade tachyzoite, sont, quant a elles,
associées a la matrice des kystes (Lecordier et al., 1995).

C) L’inter-conversion

Le processus de conversion entre la forme réplicative, tachyzoite et la forme a
division lente, bradyzoite est une étape importante dans la pathogenése et la persistance de la
toxoplasmose. La différenciation nécessite un décision initiale qui permet le début de la
conversion suivie de I’expression régulée des génes. Les tachyzoites contenus dans la vacuole
parasitophore réduisent leur métabolisme et leur réplication pour se différencier en
bradyzoites. Parallélement, la vacuole est modifiée, le réseau de tubules membranaires se
désorganise et les protéines GRA se redistribuent pour former la membrane externe de la paroi
du kyste. La formation de la paroi kystique se produit bien avant que le processus de
conversion soit terminé. A I’intérieur des bradyzoites, le nombre des micronémes et des grains
d’amylopectine augmente. ’

La formation spontanée de kystes est observée dans des souches de toxoplasme a
croissance plus lente (souches kysthénes). Par contre, pour les souches a croissance rapide,
telles que la souche virulente RH, la formation des kystes est trés rarement observée (Soéte et
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al., 1993a). Enfin, trés récemment, sous certaines conditions de stress, I’induction de la
transformation des tachyzoites en bradyzoites a pu &étre obtenue in vitro (Bohne et al., 1993,
1994 ; Soéte et al., 1993a, 1994 ; Tomavo and Boothroyd, 1995 ; Weiss et al., 1995).

La transformation des tachyzoites en bradyzoites ne se produit pas de fagon synchrone
au sein d’une population parasitaire clonée (Soéte et al., 1993a). Il s’agit d’'un phénoméne
progressif au cours duquel les parasites vont passer par une série d’intermédiaires jusqu’au
kyste mature contenant les bradyzoites. Les bradyzoites contenus dans un méme Kystes
peuvent présenter des degrés de différenciation différents (Soéte et al., 1993a ; Odaert et al.,
1996 ; Lane et al., 1996). La différenciation en bradyzoites s’accompagne d’une diminution
progressive de I’expression de I’antigéne SAGI, spécifique du stade tachyzoite et d’une
augmentation de |’expression des antigénes spécifiques du stade bradyzoite tels que la
protéine BAG1 (29 kDa), les antigénes de surface (18 kDa, 36 kDa) et la protéine de 116 kDa
de la paroi du kyste (Soéte et al., 1993b ; Gross et al., 1996 ; Soéte and Dubremetz, 1996). La
derniére protéine a apparaitre est ’antigéne de surface P21 qui est détecté uniquement lorsque
la conversion est compléte c’est-a-dire dans les kystes matures (Gross et al., 1996 ; Odberg-
Ferragut et al., 1996).
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III - Génétique de T. gondii

1) L’organisation du génome

A D’exception de sa division sexuée dans I’intestin du chat et juste avant la division
binaire en deux cellules filles, le génome de T. gondii est haploide pendant la plus grande
partie de son cycle (Comelissen ef al., 1984 ; McLeod et al., 1991). Il contient environ 8.10’
paires de bases et posséderait onze chromosomes dont la taille, estimée en €lectrophorése en
champs pulsé, est comprise entre 2 Mb et plus de 10 Mb (Sibley and Boothroyd, 1992a). Bien
que la taille des chromosomes soit relativement stable d’une souche a [’autre, un
polymorphisme de taille (de 100 a 200 kb) a néanmoins été observé pour les chromosomes III,
V et VI des souches RH (groupe I), P (groupe II) et C (groupe III). La raison d’une telle
différence de taille est encore inconnue et pourrait impliquer des réarrangements
chromosomiques comme chez P. falciparum (Corcoran et al., 1988). T. gondii contient
également deux génomes extra-chromosomiques, un génome mitochondrial (Borst et al.,
1984) ainsi qu’un génome circulaire, I’apicoplaste (Fichera and Roos, 1997).

L’ADN génomique de 7. gondii n’est pas méthylé et contient de nombreuses
répétitions en bases GC (Johnson et al, 1986). Sur la base de la taille du génome et en
considérant, d’une part que la plupart des protéines exprimées par 7. gondii n’excédent pas
100 kDa, et d’autre part que la majorité des génes ne contient pas d’introns, le nombre des
geénes parasitaires a été estimé a environ 20 000. Jusqu’a présent, de nombreux génes ont été
caractérisés. La plupart d’entre eux sont présents dans le noyau en simple copie. D’autres, par
contre, sont répétés plusieurs fois dans le génome comme le géne B1 répété trente cinq fois
(Burg et al., 1989), le géne de I’ARN ribosomal 18S répété cent fois (Ellis ef al., 1995), le
gene de PARNr 58S (Guay et al., 1992) et la séquence anonyme TGRI1E (Cristina ef al., 1992).

Une activité ADN polymérase a été identifiée chez T. gondii. Cependant, cette activité
n’est pas la méme selon la souche de toxoplasme et semble liée a la virulence des souches. En
effet, ’activité de I’ADN polymérase est plus élevée dans les souches virulentes chez la souris
comme la souche RH que dans celles dont la virulence est plus faible comme la souche ME49.
L’augmentation de cette activité enzymatique est corrélée a4 une multiplication plus rapide
pour les souches virulentes (Makioka et al., 1993 ; Makioka and Ohtomo, 1995).
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2) L’ARN

Le parasite semble posséder la machinerie nécessaire pour sa propre synthése d’ARN,
avec notamment la présence de nombreuses petites molécules caractéristiques des ARN
ribosomaux (Guay et al., 1992) ainsi qu’une activité ARN polymérase. La présence en
grandes quantités d’uridine phosphorylase intervenant dans I’incorporation spécifique
d’uridine dans les acides nucléiques a d’ailleurs été décrite (Pfefferkorn and Pfefferkorn,
1977a). Cette enzyme est présente en quantité cent fois plus importante que dans la cellule-
hote.

Néanmoins, jusqu’a présent, trés peu d’études concernant I’ARN de 7. gondii ont été
réalisées. Contrairement aux autres eucaryotes, la plupart des génes de T. gondii ne sont pas
interrompus par des introns. Cependant, la présence de deux ou plus de deux introns a été
observée dans plusieurs génes parasitaires clonés (GRA2, GRA4, BAGIl, LDHI,2 MAGI,
DHFR-TS, « et 8 tubulines). Les ARN de ces génes doivent donc subir une maturation
impliquant & la fois une opération d’épissage ou les introns seront excisés.De plus, la
polyadénylation de I’ARN joue un réle important dans ’efficacité de la traduction en
stabilisant les messagers. D’ailleurs, la traduction d’ARN messager possédant une extrémité
polyadénylée peut étre réalisée, in vitro, dans différents systémes de traduction hétérologues
comme la traduction en lysat de réticulocytes de lapin (Prince et al., 1985 ; Johnson et al.,
1986).

3) Les promoteurs

Les mécanismes contrdlant 1’expression des génes chez les protozoaires parasites, en
particulier chez ceux appartenant au phylum Apicomplexa sont peu connus. Cependant, les
progrés réalisés ces dernieres années dans la manipulation génétique des toxoplasmes ont
permis d’appréhender ces mécanismes (Mercier et al, 1996). En effet, I’analyse des éléments
promoteurs par comparaison de séquences n’avait pas rendu possible I’identification de motifs
consensus classiques initiateurs de la transcription comme la TATA- ou la CAAT- box
observés chez les cellules eucaryotes.

Les travaux réalisés dans le laboratoire sur les protéines de granules denses GRAL,
GRA2, GRAS et GRA6 indiquaient que ces protéines présentaient un profil d’expression et de
sécrétion similaire (Cesbron-Delauw, 1994 ; Cesbron-Delauw et al., 1996). Les résultats
obtenus a la suite de 1’étude des régions promotrices des génes GRA4 (Mercier et al, 1996)
combinés a ceux obtenus pour le promoteur du géne SAG! (Soldati and Boothroyd, 1995) par
transfection de toxoplasmes ont permis d’identifier une région promotrice minimale. Cette
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région est située en amont du site de démarrage de la transcription. De plus, les promoteurs
des génes GRA présentent une activité différentielle. Celle-ci est la plus élevée pour le géne
GRAI puis pour GRAS, GRA2, GRA6 et SAGI. L’analyse de ces séquences a révélé
I’existence d’un motif heptanucléotidique "A/TGAGACG". Ce motif est répété un nombre
variable de fois et agit de fagon additionnelle indépendamment de son orientation.

D’autres éléments régulateurs semblent également impliqués dans le contrdle de
’activité promotrice. C’est notamment le cas pour le contréle du gene NTP3 codant pour la
NTPase (également stockée dans les granules denses) (Nakaar et al., 1998). Cependant, le
manque d’informations concernant les régions en amont des génes de T. gondii ne permet pas,
a I’heure actuelle, d’estimer une quelconque implication du motif présent dans les génes GRA
ou de celui du géne N7P3 dans le contrdle de I’expression d’autres genes.

4) La manipulation génétique

Le développement récent des technologies de transfection de I’ADN dans les parasites
protozoaires permet une approche originale dans I’étude des différents aspects de leur
biologie. De plus, T. gondii représente un bon modele expérimental de parasitisme
intracellulaire. En effet, ce parasite se cultive facilement et massivement in vitro et permet
différentes approches génétiques.

T. gondii a été le premier membre du phylum des Apicomplexa a étre manipulé
génétiquement (Soldati and Boothroyd, 1993). A partir de cette date, les manipulations
génétiques du toxoplasme se sont développées. Toutes ces techniques sont basées sur la
possibilité de transfecter le toxoplasme par électroporation, ¢’est-a-dire d’introduire et de faire
exprimer de fagon transitoire ou stable, un géne exogeéne ou endogéne par le parasite.

A) La transfection transitoire

La transfection transitoire est une technique permettant d’étudier rapidement in vivo
I’expression de I’ADN. Elle est utilisée pour étudier soit ’expression de protéines soit le role
des éléments importants dans la régulation des génes. Dans ce demier cas, les séquences
d’intéréts sont clonées de fagon a encadrer le cadre de lecture ouvert d’'un geéne indicateur.
L’efficacité de la transfection transitoire correspond au pourcentage de toxoplasmes ayant
recu le géne d’intérét véhiculé par un plasmide. Cette efficacité varie de 30 4 50 % (Soldati,
1996).

L’analyse de I’expression du géne d’intérét est diverse. Elle se fait soit par la détection
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directe de la protéine a la suite de sa reconnaissance par des anticorps spécifiques, soit par la
mesure de son activité. Deux génes indicateurs responsables d’une activité¢ enzymatique sont
souvent employés lors de la transfection transitoire des toxoplasmes. Il s’agit, d’une part, du
gene codant pour la chloramphénicol acétyl transférase (CAT), et d’autre part, de celui

codant pour la B-galactosidase (3-gal).

Le géne CAT a été le premier géne indicateur utilisé chez le toxoplasme (Soldati and
Boothroyd, 1993). Ce géne induit I’expression de I’enzyme CAT dont ’activité enzymatique
peut étre estimée en mesurant la quantité de chloramphénicol acetylé et marqué au [**C]. De
plus, Panalyse des produits exprimés par chromatographie sur couche mince permet de
séparer les différentes formes du chloramphénicol (non-, mono-, diacetylé) (Seed and Sheen,
1988).

_ Le géne f-gal permet I’expression d’une protéine dont I’activité peut étre révélée par
des substrats colorimétriques, tels que le 5-Bromo-4-Chloro-3-indol-f-D-galactopyranoside
(BCIP) ou le chloro red B-D-galactopyranoside (CPRG) (Seeber and Boothroyd, 1996) ou par
un substrat fluorescent comme le 4-méthylumbelliferyl-B-D-galactopyranoside (MUG).

B) La tranfection stable

La transfection stable permet d’exprimer de maniére permanente I’ADN exogene
introduit dans le toxoplasme puisque celui-ci s’intégre dans le génome du parasite. Les
toxoplasmes sont transfectés par un gene de sélection codant pour une protéine apportant un
phénotype particulier aux parasites ayant intégré cet ADN de fagon stable. Les parasites
exprimant cette protéine sont sélectionnés grice a la résistance a2 une drogue conférée par
cette protéine. L’intégration du géne de sélection se fait, en général, au hasard dans le
génome et a plusieurs endroits. Cependant, dans le but d’obtenir une souche de toxoplasme
déficiente pour une protéine, I'intégration de ce marqueur de sélection doit s’effectuer au
niveau du locus du géne étudié par recombinaison homologue. Il s’agit alors d’une
rﬁanipulation génétique trés précise permettant I’échange du gene d’intérét par des séquences
d’ADN exogene a la suite d’un événement de double recombinaison homologue.
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a) Les marqueurs de sélection

Afin de sélectionner les parasites ayant intégré le géne indicateur, six marqueurs de
sélection sont actuellement utilisés chez T. gondii.

a.l) Les geénes de résistance a des antibiotiques

* Le géne CAT, codant pour la chloramphénicol acétyl transférase confere la

résistance au chloramphénicol aux parasites transfectés (Kim et al., 1993). En effet, le
chloramphénicol posséde une action anti-parasitaire démontrée (Pfefferkorn et al., 1992),
mais son effet n’est sensible qu’au bout de 7 & 8 jours de sélection. La sélection des
toxoplasmes transfectés de fagon stable et résistants au chloramphénicol nécessite deux a trois
cycles d’infection, de croissance et de lyse du tapis cellulaire en présence de I’antibiotique.

* L’expression du géne ble codant pour la bléomycine permet de sélectionner les

parasites ayant ce géne sur la base de leur résistance a la phléomycine (Soldati ez al., 1995 ;
Messina ef al., 1995). La phléomycine est un antibiotique qui s’intercale dans I’ADN et inhibe
la croissance de nombreux organismes procaryotes et eucaryotes. Cette drogue n’est active
que sur des parasites extracellulaires.

a.2) Les génes des voies métaboliques

% L’hypoxanthine-xanthine-guanine phosphoribosyl transférase (HXGPRT) est

une enzyme multifonctionnelle, non essentielle, qui est impliquée dans la syntheése des purines
(Krug et al., 1989). L’existence d’une souche de toxoplasmes déficients pour cette enzyme
(Pfefferkorn and Borotz, 1994 ; Donald et al., 1996) permet d’utiliser deux systemes de
sélection positif/négatif (figure 12).

La sélection positive nécessite I’action de 1’acide mycophénolique en présence de

xanthine. L’acide mycophénolique va bloquer la seule voie de synthése des purines
utilisée chez les toxoplasmes HXGPRT . Par contre, les parasites HXGPRT ayant
intégrés le plasmide pmin/HXGPRT (Roos et al, 1994) codant pour cette enzyme
survivent en synthétisant leurs purines & partir de la xanthine.

La sélection négative est réalisée en présence de 6-thioxanthine. La 6-thioxanthine est

un analogue létal de la xanthine et de ’hypoxanthine. L’absence du gene HXGPRT
codant pour l'enzyme confére aux toxoplasmes HXGPRT un phénotype résistant
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Figure 12 : Voie métabolique des purines chez Toxoplasma gondii. (D’apres Krug et al., 1989).

Légende : AMP : Adénosine Monophosphate ATP : Adénosine Triphosphate
IMP : Inosine Monophosphate XMP : Xanthine Monophosphate
GMP : Guanosine Monophosphate
HXGPRT : Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transférase

L’existence d’une souche de toxoplasmes déficients en HXGPRT permet I’utilisation d’un
double systeme de sélection positif/négatif basé sur I’intégration du plasmide pminiHXGPRT
codant pour cette enzyme (Roos ef al., 1994).

Sélection positive par 1’acide mycophénolique en présence de xanthine. L’acide
mycophénolique bloque la seule voie métabolique permettant la synthése des purines chez les
parasites HXGPRT-. Les parasites ayant intégré le géne de sélection survivent en synthétisant
leurs purines a partir de la xanthine.

[ () | Sélection négative par la 6-thioxanthine. La 6-thioxanthine est un analogue léthal de la
xanthine et de 1’hypoxanthine. Ce composé¢ est incorporé via ’enzyme HXGPRT dans la
voie de biosynthese des purines du parasite. En perturbant cette voie, il élimine les parasites
ayant intégré le plasmide de sélection, alors que les parasites HXGPRT- survivent .
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(Tth) a la 6-Thioxanthine. Par contre, I’intégration du gene HXGPRT dans le génome
des toxoplasmes HXGPRT génére des parasites sensibles (Thx") a la 6-Thioxanthine.

%* L’uracil phosphorybosyltransférase (UPRT) est une enzyme non essentielle

impliquée dans la voie de synthése des pyrimidines. Cette enzyme catalyse la conversion de
l'uracile en UMP chez T. gondii (Iltzsch, 1993). La mutation du géne codant pour cette
enzyme confere la résistance a la fluorodéoxyuridine (Schwartzman and Pfefferkorn, 1981 ;
Carter et al. 1997). En effet, la transformation de la fluorodéoxyuridine par ’UPRT étant
1étale pour les parasites, seuls les parasites déficients pour cette enzyme survivent. Ce systéme
a permis d’isoler un mutant n’exprimant plus I'UPRT (Pfefferkorn and Pfefferkorn, 1977b ;
Donald and Roos, 1995).

* Le géne trpB d’E. coli codant pour la sous-unité 3 de la tryptophane synthétase est

utilis¢ comme marqueur de sélection (Sibley et al., 1994b). Ce systeme de sélection est basé
sur la déficience naturelle du toxoplasme pour la synthése du tryptophane (Pfefferkorn et
al., 1986).

* La dihydrofolate réductase (DHFR) est une enzyme non essentielle impliquée

dans la synthése des folates. La mutation du gene codant pour cette enzyme confere la
résistance a la pyriméthamine (Donald and Ross, 1994 ; Beckers et al., 1997). Ce systeme
de sélection a permis d’isoler un mutant n’exprimant plus cette enzyme (Roos, 1993 ; Roos et
al., 1994). Cependant, ['utilisation d’un mutant résistant a la pyriméthamine, agent
thérapeutique contre la toxoplasmose, pose des problémes de sécurité pour le manipulateur et

I’environnement.
b) Applications

Afin d’obtenir des lignées de toxoplasmes exprimant de mani¢re stable le gene
exogene transfecté, différentes stratégies sont couramment utilisées : la résistance a une
drogue, la complémentation de mutants... Les progrés réalisés dans la transfection stable du
toxoplasme permettent d’envisager différentes manipulations génétiques : remplacement de
géne par recombinaison homologue, complémentation de mutants et identification de

génes par ’introduction de mutations.
b.1) L’inactivation de géne

L’inactivation de géne par un double événement de recombinaison homologue est

la stratégie la plus simple pour étudier la fonction d’une protéine. Contrairement a d’autres
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parasites, comme le Plasmodium ou le Trypanosome chez lesquels ’intégration de génes
exogeénes se fait exclusivement par recombinaison homologue (Cruz et al., 1991 ; Wu et al,,
1996). La recombinaison homologue est un événement au cours duquel les séquences d’un
fragment exogéne viennent remplacer les séquences endogenes avec lesquelles elles
présentent une homologie. Afin d’induire cet événement, le géne exogéne doit étre encadré de
régions identiques a celles encadrant le géne cible et suffisamment longues (plusieurs kilo
bases) pour permettre un bon appariement entre les séquences de I’ADN exogeéne et celles de
I’ADN génomique (Donald and Roos, 1994).

Cependant, la recombinaison homologue un événement rare chez 7. gondii. Afin de
favoriser le développement des parasites ayant été 1’objet d’un double événement de
recombinaison homologue, une stratégie de double sélection ou "Hit and run" peut étre
utilisée (Donald and Roos, 1998). Cette technique est basée sur une double sélection
positive/négative utilisant le géne HXGPRT, codant pour l'enzyme hypoxanthine-xanthine-
guanine phosphoribosyl transférase, comme marqueur de sélection positif/négatif.
L’expression du géne HXGPRT confére aux parasites un phénotype résistant a [’acide
mycophénolique en présence de xanthine, alors que 1’absence de cette protéine confére un
phénotype résistant a la 6-thioxanthine.

La restauration du phénotype sauvage dans le mutant nul par complémentation
permet de vérifier que le phénotype éventuel observé pour le mutant nul serait dit a ’absence
du géne d’intérét. Un plasmide contenant la région codante du gene d’intérét est alors
introduit par électroporation dans le mutant nul et va s’intégrer au hasard dans le génome

restaurant ainsi le phénotype sauvage.
b.2) Etude de la régulation des génes

L’étude des geénes impliqués lors de la différenciation tachyzoite-bradyzoite peut
également étre abordée par la transfection stable de toxoplasmes. L’identification de génes
qui sont sur-exprimés lors de la différenciation tachyzoite-bradyzoite a ét¢ réalisée par la
technique de "gene trap". Cette technique exploite le systéme de double sélection utilisant le
géne HXGPRT. Cette sélection se déroule en deux étapes. Au cours de la premiére étape de
sélection, les tachyzoites exprimant le géne HXGPRT sont éliminés par une sé€lection négative
puis la différenciation est induite tachyzoite-bradyzoite. Les bradyzoites ayant intégrés le géne
HXGPRT en aval d’un géne spécifique du stade bradyzoite sont alors sélectionnés, au cours
d’une seconde étape, par une sélection positive (Roos et al., 1997 ; Knoll and Boothroyd,
1998).
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b.3) Etude du trafic et/ou de I’adressage des protéines

L’étude du trafic et/ou de ’adressage d’une protéine peuvent étre étudiés a la suite
de I’obtention de lignées stables de toxoplasmes exprimant cette protéine. Afin de faciliter la
recherche des parasites exprimant la protéine d’intérét, le plasmide codant pour cette protéine
et co-transfecté avec un marqueur de sélection dans des toxoplasmes. Les deux plasmides vont
alors s’intégrer au hasard dans le génome des parasites permettant I’expression du marqueur
de sélection ainsi que celle de la protéine d’intérét.

Les différentes approches expérimentales utilisant la manipulation génétique du
toxoplasme sont en plein essor. Les différentes applications permettront de mieus comprendre
la biologie de ce parasite et les mécanismes de survie intracellulaire qu’il développe.
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IV - La pathogenése

1) La toxoplasmose

La toxoplasmose est une affection cosmopolite. Elle est trés répandue chez 'homme
(25 4 30 % de la population mondiale a une sérologie positive) et chez de nombreuses espéces
animales (ovins, bovins, porcins, volailles...).

Cependant, chez ’homme, sa prévalence (qui est basée sur la détection des IgG ou des
immunoglobulines spécifiques) est trés variable selon les zones géographiques, les habitudes
alimentaires, I'dge des individus (figure 13) (Dupouy-Camet ef al., 1993 ; Fortier et Ajana,
1993).

Figure 13 : Prévalence de la toxoplasmose dans le monde (D’apres Dupouy-Camet et al.,
1993).

Bien que de nombreuses zones géographiques aient été peu ou pas étudiées, la
prévalence sérologique mondiale est trés contrastée selon les pays avec une prévalence de 20
a 87 % des adultes dgés de 30 ans. Alors que la prévalence est élevée dans les pays chauds et
humides comme le Salvador (dans lesquels une grande concentration de félidés est constatée),
elle est trés faible dans les pays froids (Alaska). Dans tous les pays, la prévalence augmente
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avec l'age et varie surtout avec les coutumes alimentaires (Ashburn, 1992). En France, ou la
viande est souvent consommée saignante, la prévalence chez les femmes enceintes atteint plus
de 50 % (Ancelle et al., 1996).

L’infection toxoplasmique animale atteint de nombreuses espéces d’élevage dans
différents pays, elle est particuliérement préoccupante & deux niveaux :

C’est un probléme majeur en médecine vétérinaire. Les cas d'avortements spontanés
sont observés en particulier dans les élevages de moutons (50 % des avortements sont dus a la
toxoplasmose congénitale) (Buxton, 1993), de porcs et de volailles. Ces toxoplasmoses
congénitales animales ne sont pas a négliger d'un point de vue économique.

Les animaux infestés vont rapidement mettre en place une immunité anti-
toxoplasmique conduisant a I’enkystement des parasites. Les toxoplasmes vont persister chez
ces animaux qui constituent donc un important réservoir parasitaire responsable d’un sévére
probléme de santé publique, par la contamination humaine qu’il provoque.

A) Mode de contamination

L'homme peut s'infecter apres l'ingestion de formes parasitaires contaminantes. Il
existe trois formes contaminantes : l'oocyste, le kyste (renfermant des bradyzoites) ou le
tachyzoite (Nicolas and Pestre-Alexandre, 1993).

La contamination par les oocystes présents dans le milieu extérieur explique pourquoi
des cas de toxoplasmose acquise ont été observés chez des sujets végétariens stricts. Les
oocystes immatures sont émis dans le milieu extérieur par le chat ou les félidés. Ces oocystes
deviennent infectants aprés quelques jours de maturation (24 a 48 heures a 22°C en milieu
humide et aéré). L'homme peut s'infester par la consommation d’eau ou de végétaux souillés

d'oocystes.

En France, l'ingestion d'oocystes ne joue qu'un rdle mineur dans la contamination
humaine. Le mode de transmission le plus courant, dans les pays & haut niveau de vie, se
produit par carnivorisme. La contamination se fait aprés l'ingestion de kystes contenus dans
les viandes parasitées (ovins, bovins, volailles...) consommées crues ou saignantes. Les
formes latentes du toxoplasme (bradyzoites) présentes dans les kystes sont néanmoins
sensibles & la congélation, 4 la salaison et & une température de 67°C pendant 3 minutes
(Dubey and Beattie, 1988).

Une troisiéme source de contamination est la transmission materno-foetale dite

transmission verticale. Les tachyzoites présents pendant la période initiale de l'infection sont
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capables de passer la barriére placentaire et sont ainsi responsables de la contamination

foetale.

A la suite de la transmission des parasites dans l'organisme, l'infection se manifeste
différemment en fonction du statut immunologique de ['h6te infesté.

Chez des sujets immunocompétents, la primo-infection conduit a des formes
bégnines souvent asymptomatiques. L'efficacit¢ de la réponse immune et le rapide
enkystement des parasites dans les tissus nerveux et musculaires empéchent le développement
d'une pathologie. Les parasites persistent dans l'organisme sous la forme de kystes durant
toute la vie de I'hote (Ambroise-Thomas et Garin, 1984).

Cette parasitose peut cependant s'avérer particuli¢rement dramatique, d'une part, lors
de la toxoplasmose congénitale, et d'autre part, chez les sujets immunodéficients
(Ambroise-Thomas et Pelloux, 1993a).

B) La toxoplasmose congénitale

La toxoplasmose congénitale est consécutive au passage transplacentaire du
parasite au cours d'une primo-infection pendant la grossesse. En France 45,7 % des femmes
enceintes examinées ont une sérologie négative pour la toxoplasmose (Ancelle et al., 1996).
Une femme sur deux est susceptible de faire une séroconversion au cours de sa grossesse. La
transmission maternofoetale du toxoplasme n'est pas systématique. Elle se produit dans 45 %
des cas de séroconversion et représenterait de un & trois cas pour 1000 naissances (Dupouy-
Camet et al., 1993).

Les parasites se disséminent dans l'organisme et peuvent atteindre le placenta. Le
développement des parasites dans le placenta va conduire a la fragilisation progressive de la
barriére placentaire (Berrebi et al., 1992 ; Couvreur, 1993 ; Mirlesse et al, 1993). A la suite de
sa rupture, les toxoplasmes vont atteindre le feetus.

La gravité de l'atteinte et la fréquence de la contamination dépendent essentiellement

de la date de I'infection maternelle et du traitement mis en oeuvre (figure 14) (Thulliez, 1993).
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Figure 14 : Gravité de P’atteinte feetale en fonction de la date de primo-infection pendant
la grossesse (D’apreés Remington and Desmonts, 1983).

L'atteinte est peu fréquente, mais d'autant plus sévére que la grossesse est peu avancée
au moment de la contamination. La période dangereuse se situe au cours du premier trimestre.
Pendant cette période, l'atteinte du feetus conduit a des lésions et a des malformations
neurologiques ou viscérales graves (tropisme cérébral, calcifications intracraniennes...)
(Fortier and Ajana, 1992). L'infection précoce du feetus peut dans les cas extrémes conduire a

'avortement spontané.

Alors que la fréquence de contamination augmente avec l'dge du feetus, les atteintes
qu’elle provoque sont cependant moins sévéres avec le temps. En effet, plus tard dans la
grossesse (au cours des deuxiéme et troisiéme trimestres), l'affection conduit rarement a des
atteintes graves au niveau oculaire (choriorétine) et viscéral (foie, rate). Ces atteintes peuvent
se manifester in utero par un retard de croissance ou parfois des années apres la naissance
pour les cas de choriorétinite (Marx-Chemla et al., 1993 ; Bloch-Michel et al., 1992)
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C) La toxoplasmose de ’immunodéprimé

Cette parasitose peut également prendre des formes particuliérement dramatiques chez
des sujets immunodéprimés atteints d'une toxoplasmose acquise a la suite de la rupture des
kystes (Ambroise-Thomas and Pelloux, 1993b).

La toxoplasmose de "l'immunodéprimé” se produit a la suite de l'altération des
défenses immunitaires contre le toxoplasme. Le déficit de I’immunité anti-toxoplasmique
entraine une reprise de la multiplication des parasites. La toxoplasmose de
"I’'immunodéprimé" est souvent associée a une infection concomitante a virus a ADN (Cyto-
mégalovirus) ou a ARN (tel que VIH pour virus d'immunodéficience humaine responsable du
SIDA, syndrome d'immunodéficience acquise). On la rencontre aussi dans les cas de
transplantation d'organes et de greffes de moelle osseuse.

a) Cas des malades du SIDA

Les toxoplasmoses liées & une infection 8 VIH se déclarent aprés une réactivation
endogéne des kystes tissulaires concomitante d’un effondrement de I’immunité cellulaire.

Chez les sujets sidéens, la toxoplasmose cérébrale est I’infection toxoplasmique la
plus fréquemment développée (Jones et al, 1996 ; Holliman and Greig, 1997). Des
toxoplasmoses extra-cérébrales (rétiniennes, pulmonaires, gastriques...) ont été observées,
mais celles-ci sont trés rares au cours du SIDA (May et al., 1993).

Les conséquences sont particuliérement graves, voire méme mortelles dans le cas du -
SIDA (Luft and Remington, 1992). En effet, I'encéphalite toxoplasmique est la seconde
maladie opportuniste liée a l'infection par le VIH (Ragnaud er al., 1993). La fréquence
d’apparition de la maladie est variable et dépend de la séroprévalence toxoplasmique des
patients. L'encéphalite toxoplasmique concerne 20 a 47 % des patients infectés par le VIH
(environ 30 % en France) en I’absence d’un traitement prophylactique efficace (Leport and
Remington, 1992 ; Morlat et al., 1993). En I’absence de traitement, la toxoplasmose cérébrale

évolue vers une encéphalite toxoplasmique mortelle.

La mise en place d’un traitement prophylactique est donc basé sur un diagnostic rapide
et efficace. Ce traitement doit étre spécifique et maintenu afin d’éviter toute réactivation

toxoplasmique.
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b) Cas des transplantés et des greffés

Chez ces sujets immunodéprimés, la pathologie peut se développer soit lors d’une
primo-infection consécutive & une transplantation cardiaque ou cardio-pulmonaire, soit lors
d’une réactivation d’une toxoplasmose acquise lors de greffe d’organes.

Le risque de transmission parasitaire est de 57 % lors d’une transplantation cardiaque
(Luft et al., 1983 ; Wreghitt et al., 1989).

Dans le cas de greffes d’organes, les patients recevant le greffon d’un sujet séropositif
pour T. gondii sont exposés au risque de toxoplasmose grave. La réactivation des kystes
présents dans 1’organe greffé est, de plus, amplifiée par les immunosuppresseurs administrés
pour prévenir le rejet de la greffe.

Le risque de réactivation existe également lors de la transplantation d’organes d’un
donneur séronégatif pour la toxoplasmose & un receveur séropositif. La greffe de moelle
osseuse chez un sujet séropositif pour T. gondii,‘ est responsable d’une toxoplasmose viscérale
dans 80 % des cas (Derouin et al., 1992). Il peut se produire, au cours de la transfusion de
leucocytes provenant d’un donneur non immunisé€, une réactivation des kystes tissulaires chez
le receveur. D’ailleurs, le traitement d’irradiation auquel est soumis le receveur avant la greffe
provoque un déficit d’immunitaire du sujet favorisant cette réactivation (Derouin et al., 1990).
Les manifestations sont alors graves, disséminées dans I’organisme et la mise en place d’un
traitement thérapeutique anti-toxoplasmique spécifique est difficile

2) Facteurs influencant la pathogénie

La gravité des manifestations cliniques développées au cours de la toxoplasmose
dépend de caractéres multiples. Ces caracteres trouvent a la fois leur origine chez I’héte
infecté (en fonction de ’espéce infectée et au sein d’une méme espéce en fonction des facteurs
génétiques et de son statut immunologique) et chez le parasite (selon la souche, la taille de

I’inoculum, la voie d’infection).
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A) Facteurs liés a I’hote

a) Facteurs génétiques

Chez la souris

Le modele murin est un bon mode¢le pour étudier le role des facteurs génétiques de
I’héte sur la pathogenése puisque la sensibilité des souris selon les lignées est trés variable
(Araujo et al., 1976). En effet, alors que I’inoculation de la souche ME49 (non virulente) par
voie intrapéritonéale provoque soit, la mort, soit, la présence de kystes cérébraux chez les
souris BALB/c, les souris CBA/Ca survivent a l’infection aigu€, mais meurent de
toxoplasmose cérébrale deux mois aprés ’infection. Les mécanismes de résistance impliqués
dans les phases aigué et chronique de I’infection sont différents. Les différences de sensibilité
de Pinfection aigué chez la souris impliquent plusieurs génes. Un de ces génes est lié au
locus H-2 qui code pour les génes du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) (Suzuki
et al., 1993). La résistance a la phase chronique de I’infection toxoplasmique est liée a la
présence d’un ou plusieurs génes localisés dans la région H-2D du CMH. Les souris portant
I’alléle H-2D? survivent & I’infection chronique par 7. gondii, alors que les souris possédant
les alleles H2-D® ou H2-D" sont sensibles (Suzuki et al., 1991).

Chez homme

Bien que la prévalence a la toxoplasmose augmente, dans tous les pays, avec 1'dge des
personnes, il n’existe aucune prédisposition génétique évidente (Ashburn, 1992). Cette
prévalence plus élevée refleterait plus d’un probléme d’exposition que de susceptibilité.

b) Statut immunitaire

La pathologie liée a I’infection par T. gondii varie également dans son expression et sa
gravité en fonction du statut immunologique de I’hdte infecté. La susceptibilité est plus
grande chez des jeunes animaux que chez les adultes (Dubey and Beattie, 1988). Cette
caractéristique est particuliérement prononcée chez les nouveaux nés et explique en partie la
sévérité de la pathologie qui peut se produire lors des infections congénitales. De méme, la
défaillance du systéme immunitaire de I’hote, entraine la recrudescence d’une infection
acquise et se caractérise par la réactivation des parasites enkystés.

Chez un individu immunocompétent, I'immunité anti-toxoplasmique controle
rapidement la phase aigué de la maladie et une éventuelle réinfection. Bien que la réponse
immune permette d’éliminer la majorité des parasites, leur enkystement dans les tissus
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nerveux et musculaires lors de la phase chronique les rend inaccessibles aux mécanismes
effecteurs de Pimmunité. L’immunité acquise lors de la primo-infection est dite de
prémunition (Capron and Dessaint, 1988). Elle permet, en effet, le contrdle de la réactivation
ultérieure des parasites enkystés ainsi que la mise en place d’une protection totale durable et
spécifique contre toute réinfection (Remington and Krahenbuhl, 1982).

Cette immunité implique, & la fois, une réponse immune humorale et cellulaire, mais il
est vraisemblable que la réponse & médiation cellulaire soit prépondérante (Johnson, 1990).

b.1) L’immunité humorale

La transmission et la muitiplication intracellulaire du parasite s’accompagne
progressivement d’une augmentation du taux des anticorps. Ces anticorps circulants
constitueraient une premiére barriére de défense de 'organisme. Le role protecteur des
anticorps anti-7. gondii a été étudié dans de nombreux modéles animaux (Ridel et al., 1988 ;
Mineo et al., 1993). Ces anticorps circulants permettent un suivi sérologique de I'infection et
leur détection est a Vorigine de I’élaboration de nombreux tests de diagnostic de la

toxoplasmose.

Chez Phomme, la cinétique de la réponse humorale lors de la primo-infection implique
’apparition de différentes classes d’immunoglobulines. L’homme se contamine généralement
par voie orale, les immunoglobulines de type IgA, IgE et IgM sont les premiéres & apparaitre
et sont le signe de I'infection aigué (Chardés et al., 1993 ; Pinon et al., 1990). Les IgA et IgE
sont trés tot détectées au cours de la premiére semaine d’infection puis elles disparaissent
progressivement aprés trois & quatre mois. Ces deux classes d’immunoglobulines constituent
d’excellents marqueurs de la phase aigué de la maladie (Huskinson et al., 1990 ; Decoster et
al., 1992).

Les anticorps anti-7. gondii interviennent dans la destruction des parasites
extracellulaires par un mécanisme de lyse complément-dépendante (Sabin and Feldman, 1948).
Ils sont également impliqués dans les mécanismes d’ADCC (Antibody Dependent Cellular
Cytotoxicity) : les anticorps fixés a la surface parasitaire facilitent la pénétration des
toxoplasmes par phagocytose dans les cellules (Joiner et al., 1990 ; Mordue and Sibley, 1997).
Au cours de cette phagocytose par les macrophages, la vacuole créée lors de I'internalisation
du parasite s’acidifie et fusionne avec les lysosomes (Sibley et al., 1985). Ces mécanismes
facilitent I’activité cytotoxique des macrophages lors de ’opsonisation des parasites (Ridel et
al., 1988).

Les anticorps circulants peuvent également inhiber la pénétration du parasite dans la
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cellule-hdte. Ils pourraient, en effet, se fixer sur les antigénes impliqués dans I'invasion
cellulaire bloquant la pénétration du parasite (Mineo et al., 1993).

b.2) L’immunité cellulaire

Bien que I'immunité humorale joue un réle important dans la défense de I’organisme,
elle n'est pas suffisante pour enrayer I’évolution de la maladie. Un contrdle efficace de
I'infection nécessite une intervention majeure de la réponse cellulaire (Johnson, 1990). La
réponse cellulaire implique la participation de nombreuses cellules immunitaires (figure 15).

« Les macrophages

La pénétration dans les macrophages peut se faire soit par pénétration active, soit
par phagocytose. Lorsque le parasite pénétre activement dans le macrophage, il se trouve
dans une vacuole parasitophore évitant ainsi la fusion avec les lysosomes et peut s’y multiplier
comme dans n’importe quelle autre cellule (Nichols and O’Connor, 1981 ; Sibley et al., 1985 ;
Morisaki et al, 1995 ; Mordue and Sibley, 1997). Par contre, lorsque le parasite est
phagocyté, les macrophages sont activés et sont capables d’éliminer les parasites ou
d’inhiber leur multiplication. La phagocytose des macrophages est processus plus lent (120
secondes) que la pénétration active (30-40 secondes) (Werk, 1985). Ce processus ne nécessite
pas une orientation particuliére du parasite par rapport a la cellule et se produit via les
récepteurs Fc de la cellule-héte (Joiner et al., 1990 ; Joiner and Dubremetz, 1993). Au cours
de cette opsonisation, aucune sécrétion de protéines parasitaires contenues dans les organites
de sécrétion (micronemes, rhoptries et ganules denses) n’a été observé (Joiner, 1993). Le
parasite est alors entouré d’un phagosome qui va fusionner avec les lysosomes provoquant sa
destruction (Sibley et al., 1993).

Au cours de la réponse développée contre le parasite, I’activation de la fonction
cytotoxique des macrophages est une étape importante. Les facteurs intervenant dans cette
activation ne sont pas clairement déterminés. L’ interféron-y (IFNYy) est la principale cytokines
impliquée dans ’activation des macrophages murins in vitro et in vivo ainsi que des
macrophages humains in vitro (Murray et al., 1985a, b).Cependant, il semblerait que I'IFNy
agisse en collaboration avec un second signal, tel que le TNFa ("Tumor Necrosis Factor") ou
I'IFN afin de développer d’une activité anti-toxoplasmique (Sibley ef al., 1991b ; Schmitz et
al., 1989).

Les mécanismes développés par les macrophages pour détruire ou ralentir la
multiplication de 7. gondii sont multiples. Ils mettent en oeuvre, -i) des mécanismes

oxydatifs responsables de la production des dérivés de ’oxygéne (H,0,, O,...) (Nathan, 1983
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; Sibley et al., 1993) mais également -ii) des mécanismes non oxydatifs. L’un de ces
mécanismes non oxydatif implique la dégradation du tryptophane de la cellule hote (qui est
un acide aminé indispensable dans la survie intracellulaire du parasite (Pfefferkorn, 1984 ;
Murray et al., 1989).

L’activité anti-toxoplasmique des macrophages impliquerait un autre mécanisme non

oxydatif associé¢ a un dérivé de la lipoxygénase (Yong et al., 1994). Dans ce cas, la lyse des
parasites est induite par le produit majeur de la lipoxygénase, le leukotriéne (LTB4).

x Les lymphocytes T CD4" et CD8"

+ Chez la souris
L’importance des lymphocytes T dans la réponse a médiation cellulaire a été
appréhendée dans le modéle murin.

Dans ce modéle, les lymphocytes T CD4" et CDS8" interviendraient de facon
synergique dans la protection contre T. gondii tant dans le contrdle de la phase aigué que dans
I'immnunité a la réinfection. Il semblerait néanmoins que les CD8" joueraient un rdle
prépondérant. Le rdle prépondérant des lymphocytes T CD8" a été mis en évidence apres le
transfert de cellules spléniques issues, d’une part, de souris immunisées avec la souche
thermosensible Ts4 (Suzuki and Remington, 1988) ou avec I’antigéne SAG1 (Khan et a/,,
1991), et d’autre part, issues de souris infectées (Parker et al., 1991).

Les lymphocytes T CD8" interviendraient en induisant une activité cytotoxique soit
directement sur les parasites extracellulaires (Khan et al., 1988 ; 1990) soit sur les cellules
infectées telles que les monocytes ou les macrophages (Hakim et al., 1991 ; Kasper et al.,
1992).

Les lymphocytes CD4" sont constitués des sous-populations Thl et Th2. Ces deux
sous-populations se différencient par leur production de cytokines et par leurs propriétés
fonctionnelles.

Les lymphocytes Th1l jouent un rle important dans la réponse a médiation cellulaire.
IIs interviennent notamment dans la différenciation et la prolifération des lymphocytes T et
dans I’activation des macrophages et des cellules LAK ("Lymphokine Activated Killer"). Les
lymphocytes Thl entrainent la production d’IFNy et de I’interleukine-2 (IL-2).

Les lymphocytes Th2 interviendraient dans la production d’anticorps. Ils induisent la
production de I'IL-4, de I'IL-5, de I'IL-6 et de 'IL-10.

Dans le cas de ’infection toxoplasmique chez la souris, la résistance développée
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contre le parasite est associée a une réponse Thl (Gazzinelli et al., 1991, 1992a, 1993b).

En effet, les lymphocytes T provenant de souris immunisées avec la souche
thermosensible Ts4 (stimulées in vitro avec des antigénes parasitaires) produisent de I'TFNy,
de I'IL-2, de I'IL-5 et peu d’IL-4(Gazzinelli et al., 1991).

De méme, Dinfection de souris avec des kystes (de la souche ME49 par voie
intrapéritonéale) conduit une induction des cytokines produites par les Thl au niveau de la
rate (Gazzinelli et al., 1992a).

Le role protecteur exercé par les lymphocytes T CD4" et CD8" dans le contrdle du
nombre de kystes a également été observé lors de déplétions sélectives in vivo. En effet, la
déplétion des lymphocytes CD4" (Araujo, 1991) ou des lymphocytes CD8" (Brown and Mc
Leod, 1990) transforme des souris résistantes (c’est-a-dire contenant peu de kystes dans le
cerveau) en des souris sensibles (contenant de nombreux kystes).

+ Chez Phomme
L’homme contrairement au modeéle murin est trés résistant a ’infection par 7. gondii.

En effet, les souris sont tres sensibles lors de ’infection aigué€ et meurent dans les dix jours
qui suivent I’infection par T. gondii. Par contre, la réponse immune développée chez ’homme
contrdle rapidement la phase aigué de ’infection. Quelque soit la virulence de la souche
parasitaire, les sujets survivent a la primo-infection et développent une toxoplasmose
chronique asymptomatique. Cependant, les mécanismes immunitaires mis en oeuvre chez
I’homme sont peu connus. Il semblerait que chez ’homme, il existe une prépondérance des
lymphocytes T CD4". D’ailleurs, ces lymphocytes T CD4™ montrent une activité cytotoxique
(Yang et al., 1995).

* Les cellules LAK ("Lymphokine Activated Killer'')

Les cellules LAK font partie d’une famille hétérogéne. Cette famille comprend a la
fois des cellules NK ("Neutral Killer" telles que les CD3-, CD35-) et des cellules Tyd. Ces
lymphocytes T y3 pourraient induire, via leur cytokines (TNFa et IFNy) I’expression d’une
"Heat Shock Protein" de 65 kDa (Hsp65) a la surface des macrophages activés (Kaufmann
and Kabelitz, 1991 ; Nagasawa et al., 1994 ; Hisaeda et al., 1995). Le rdle de cette protéine
dans les mécanismes de protection contre 7. gondii n’est pas bien connu. Sa présence a la
surface des macrophages stimulerait le systtme immunitaire (Nagasawa et al., 1992). Elle
pourrait également stimuler [activité anti-toxoplasmique des macrophages par la production
de TNFa et d’IL6 (Peetermans et al., 1995) et inhiber ’apoptose des cellules infectées par une

souche avirulente (Hisaeda et al., 1997).
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= Les cytokines

Différentes cytokines sont impliquées dans la réponse immune contre le parasite.
Cependant, parmi les cytokines, I'IFNy joue un rdle primordial dans cette protection
(Pfefferkorn, 1984 ; Suzuki et al., 1988 ; Suzuki and Remington, 1990 ; Dimier and Bout,
1997). '

L’IL-12 est une cytokine majeure dans la régulation de la réponse anti-T. gondii. Cette
cytokine sécrétée par les macrophages activés par les antigénes parasitaires est responsable de
la production d’IFNy par les cellules T (CD4", CD8", v3) et les cellules NK (Gazzinelli et al.,
1994 ; Schartonkersten, 1995 ; Schartonkersten et al., 1995).

L’IFNy serait essentiellement produit par les cellules NK et les lymphocytes T CD8"
pendant la phase aigué de 'infection (Gazzinelli et al., 1991 ; Sher et al., 1993). D’autres
cellules comme les lymphocytes T CD4" ou les cellules T y5 sont également capables de
produire cette cytokine (Yang et al., 1995). Le role présumé de cette cytokine serait d’activer
un grand nombre de cellules dont les macrophages et de faciliter I’activité cytotoxique de ces
cellules (Gazzinelli ez al., 1993a).

D’autres cytokines telles que I'IL-2, ’IL-7, PIL-15, IL-1B (Hunter et al., 1995)
interviendraient dans la réponse immune mise en oeuvre contre le parasite en favorisant
notamment la production de 'IFNy (Hunter et al., 1994 ; Khan and Kasper, 1996).

Parallélement & cette activité stimulatrice induite par les différentes cytokines sur la
production d’IFNy, IL-12, une activité immunorégulatrice des macrophages est observée.
Cette activité impliquerait I’intervention de cytokines telles que I'IL-10 (Gazzinelli et al.,
1992b). L’IL-10 est, en effet, capable d’abolir la production d’IFNy en inhibant la synthése
d’TL-12 par les macrophages (D’Andrea et al., 1993). Cette action immunorégulatrice semble
nécessaire pour éviter un certain déséquilibre de la réponse immunitaire qui provoquerait des
réactions inflammatoires excessives (Gazzinelli et al., 1996).

B) Facteurs liés au parasite

a) Chez la souris

Les différentes études réalisées chez la souris ont permis de différencier les souches de
T. gondii en fonction de leur virulence. En effet, selon les manifestations pathologiques

induites chez la souris, deux phénotypes (virulent et non virulent) se sont distingués. La
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virulence d’une souche de toxoplasme chez la souris est basée sur sa capacité a provoquer sa
mort apres un challenge par voie intra-péritonéale avec des tachyzoites. Ainsi, une souche est
définie comme virulente, lorsque 100 % des souris infectées meurent dans les 6 a 10 jours
suivant I’infection intra-pérotonéale d’un inoculum < 10 parasites (DL 100 <10). L’infection
des souris avec une souche virulente, ne permet pas ’enkystement des toxoplasmes dans les
différents tissus. La souche virulente la plus utilisée en laboratoire est la souche RH (Sabin,
1941 ; Roos et al., 1994). Par contre, I’infection de faibles doses de tachyzoites avec des
souches non virulentes conduit a une infection aigué qui est rapidement contrdlée par un
systéme immunitaire vigoureux (Sumyuen et al., 1995). La mort des souris provoquée par une
souche non virulente est observée 10 a 20 jours aprés I’infection de 10° a 10° tachyzoites
(Howe and Sibley, 1994).

Les progrés réalisés dans I'étude de la génétique moléculaire des toxoplasmes ont
permis de mettre en évidence une bonne corrélation entre la virulence chez la souris et les
analyses du polymorphisme de la longueur des fragments de restriction (RFLP :
"restriction fragment lengh polymorphism"). Ainsi, le locus du géne SAGI est un bon
marqueur pour étudier la virulence des souches. Deux alléles ont été identifiés. Alors que I'un
de ces alleles est uniquement présent dans les souches virulentes, 1’autre est trouvé dans les
souches non virulentes (Sibley and Boothroyd, 1992c). L’analyse des régions 5’ et 3’ du géne
SAGI a également révélé un polymorphisme entre les souches virulentes et non virulentes
(Rinder et al., 1995 ; Windeck and Gross, 1996). D’ailleurs, I’expression plus élevée de
I’ARNm SAG! dans les souches virulentes est corrélée avec la présence d’un élément
promoteur additionnel dans les souches virulentes. De plus, I’analyse RFLP du locus de
différents génes codant, soit pour des protéines connues, comme la protéine de surface SAG2
(Parmley et al., 1994a), la protéine de rhoptrie, ROP1 (Howe and Sibley, 1994) et la protéine
de granules denses, GRA4 (Meisel et al., 1996). soit pour le locus 850 (Sibley et al., 1992b,
1992c¢) a confirmé la corrélation entre la virulence chez la souris et les profils RFLP obtenus.

Enfin, la combinaison des ¢tudes immunologiques (recherche des différences
antigéniques) (Ware and Kasper, 1987 ; Weiss et al., 1988 ; Gross et al., 1991), biochimiques
(iso-enzymatiques) (Dardé et al., 1992.; Dardé, 1996) et génétiques (polymorphisme de la
longueur des fragments de restriction ou RFLP et par amplification génomique aléatoire ou
RAPD) (Cristina et al., 1991 ; Sibley et al., 1992b, 1992¢ ; Guo and Johnson, 1995) a permis
de caractériser les souches de toxoplasmes en fonction de leur virulence chez la souris.
L’ensemble de ces analyses a révélé que la structure génétique de la population de T.
gondii est de type clonal. T. gondii comprend trois lignées clonales prédominantes (Howe
and Sibley, 1995 ; Sibley and Howe, 1996) et de maniére étonnante plus de 95 % des isolats
peuvent étre répertori€s dans I'une de ces trois lignées. Une corrélation frappante est observée
entre les lignées parasitaires et la virulence. En effet, alors que les souches du premier groupe
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(groupe I), sont trés virulentes chez la souris et sont responsables d’une parasitémie élevée,
les souches des groupes II et I1I, sont non virulentes chez la souris. D’ailleurs, ces parasites
s’enkystent rapidement et sont responsables d’infections chroniques chez la souris.

b) Chez ’homme

L’infection par T. gondii ne conduit pas toujours au développement d’une pathologie.
En effet, 45 % des femmes enceintes qui ont été infectées par le toxoplasme au cours de leur
grossesse vont transmettre le parasite au feetus. La contamination du feetus provoquent soit, in
utero, des lésions neurologiques ou viscérales graves, soit, aprés la naissance, & la suite de
réactivation de kystes, des atteintes au niveau oculaire (choriorétine) (Bloch-Michel et al.,
1992). De méme, chez les sujets atteints de SIDA, seul 30 % des patients infectés de fagon
chronique vont développer une pathologie sévére au niveau du systéme nerveux central liée a
la réactivation des foyers kystiques (Luft and Remington, 1992).

Les différences marquées de la sévérité de la maladie suggérent I’influence probable
du génotype des souches dans la pathogénicité. D’ailleurs, une corrélation a été observée entre
le génotype parasitaire et la maladie (figure 16) (Howe and Sibley, 1995). En effet, la plupart
des toxoplasmoses humaines (toxoplasmoses congénitales et dans le cas de patients atteints
de SIDA) sont causées par des souches du groupe I et du groupe II alors que les souches du
groupe III sont plus souvent associées aux toxoplasmoses animales qu’aux toxoplasmoses
humaines. Cependant, une relation entre la susceptibilité de ’hote a 'infection et le pouvoir
pathogéne d’une souche n’a pas été clairement établie dans la toxoplasmose humaine. Ceci est
en partie lié a4 I'impossibilité de déterminer le génotype des souches lors d’infections

chroniques asymptomatiques.
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Figure 16 : Fréquence des trois groupes de souches de 7. gondii dans les infections

humaines et animales (D'aprés Howe and Sibley, 1995).

Les souches du groupe I sont plus souvent associées aux toxoplasmoses congénitales
humaines que animales. La plupart des cas de toxoplasmose chez I'homme sont causés par
des souches du groupe 1. Ces souches sont plus présentes dans les cas de patients atteints de
SIDA que chez les animaux. Par contre, les souches du groupe III sont plus souvent
associées aux toxoplasmoses animales.
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Contexte des travaux

La base du succes du parasitisme intracellulaire strict de 7. gondii est de se développer
au sein d’une vacuole parasitophore, néoformation essentiellement parasitaire dont une
caractéristique majeure est d’étre isolée du trafic vésiculaire de la cellule hdte. Parmi les trois
organites sécrétoires du toxoplasme (micronémes, rhoptries, granules denses) impliqués dans
’invasion et ’installation des parasites dans la cellule hote, le rdle des granules denses serait
d’assurer la maturation finale de la vacuole en un compartiment métabolique fonctionnel.
C’est dans ce contexte que notre laboratoire a concentré depuis plusieurs années son activité
de recherche sur I’analyse du trafic intracellulaire et intra-vacuolaire des protéines de granules
denses (protéines GRA), la recherche des signaux qui régulent leur sécrétion et enfin, sur
I’étude de leur role sur les fonctions cellulaires (développement intracellulaire, fonctions
immunitaires et physiopathologie de I'hote infecté). Certaines de ces questions ont pu étre
abordées par la mise en place des outils de transgénose des toxoplasmes, tout récemment
développés (Kim et al., 1993; Soldati et al., 1995 ; Donald and Roos, 1998).

Ces travaux ont permis de montrer que les protéines GRA sont stockées et stabilisées
dans les granules denses & la fois sous forme soluble et dans des agrégats hydrophobes (Sibley
et al. 1995, Lecordier et al., 1999 ; Labruyere-Dadaglio et al., sous presse ).

Suite & leur sécrétion sous forme soluble dans la vacuole, les protéines GRA sont ciblées
de fagon spécifique vers des domaines distincts du compartiment vacuolaire (revue Cesbron-
Delauw, 1994). Certaines comme GRA1 demeurent solubles dans la matrice de la vacuole
mais la plupart se retrouvent étroitement associées, soit a la membrane délimitante de la
vacuole (GRA3, GRAS5 et GRA7), soit aux membranes du réseau intravacuolaire (GRA2,
GRA4 et GRA6). L’étude du trafic et de ’association membranaire des protéines GRA2 et
GRAS5 a permis de démontrer chez le Toxoplasme, I’existence d’un systéme de sécrétion
particulier permettant au parasite d’exporter sous forme soluble des protéines membranaires,
dont des protéines transmembranaires. Une fois sécrétées sous forme soluble dans la vacuole
parasitophore, ces protéines subissent un changement de conformation qui leur permet de
s’associer aux membranes vacuolaires (Mercier et al., 1998a ; Lecordier et al., 1999).

Les travaux publiés ces derniéres années par le laboratoire au sujet des protéines GRA
ont permis une étude descriptive détaillée de leur géne (revue Cesbron-Delauw ; 1994 ;
Lecordier et al., 1995 ) et de leur promoteur (Lefebvre-Van Hende, Mercier et al., 1996) ainsi
que de leur route de sécrétion et de leur trafic dans la vacuole. Mais a ce jour leur fonction

biologique demeure inconnue. De par leur localisation et leur cinétique d'apparition dans la



contexte 53

vacuole ainsi que par leur persistance lors de la formation du kyste (Lecordier et al., 1995),
ces protéines pourraient jouer un rdle majeur dans les échanges €tablis entre le toxoplasme et
sa cellule-hote et de ce fait, participeraient au développement de la pathogénicité des
toxoplasmes.



Objectifs 54

Objectifs des travaux

Dans ce cadre, la premiére partie de mes travaux de thése avait pour objectif
d’appréhender le role de deux protéines de granules denses, GRAS et GRAG, dans la

virulence parasitaire par :

- Pétude de leur expression et leur polymorphisme dans des souches de
toxoplasmes virulentes et non virulentes

- I’obtention de mutants déficients pour 1’expression de GRAS et GRA6 par
Pinvalidation de leur géne et I’étude de leur phénotype in vitro et in vivo.

Dans une seconde partie, mes travaux concernaient la poursuite des recherches du
laboratoire sur les mécanismes d’insertion membranaire post-sécrétoire des protéines GRA
dans la vacuole parasitophore. Ils se sont orientés vers ’étude du ciblage membranaire
différentiel des protéines de granules denses GRAS et GRA6 au sein de la vacuole
parasitophore.

Mes travaux visaient a Didentification du (ou des) domaine(s) protéique(s)
impliqués dans ce tropisme membranaire spécifique par 1’étude de la localisation
membranaire de constructions chimériques GRAS- GRA6- (c’est-a-dire des constructions ou
les domaines hydrophiles N et C-terminaux et/ou des régions transmembranaires étaient
échanggés).
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I - Etude du polymorphisme des protéines de granules denses
GRAS et GRAG6 de différentes souches de toxoplasmes

Afin d’appréhender le role des protéines de granules denses GRAS et GRAG6 dans la
virulence parasitaire, nous avons, dans un premier temps, recherché s’il existait un
polymorphisme pour ces protéines dans différentes souches parasitaires.

La plupart de ces souches provenaient d’isolats humains (13 souches/18) recueillis
principalement en Amérique du Nord et en Europe. Sur la base de données génétiques
(RFLP), biochimiques (zymodéme) et phénotypiques (virulence chez la souris), elles ont pu
étre répertoriées dans les trois groupes de génotype décrits (Howe and Sibley, 1995). Le
groupe I est représenté par un échantillon de 7 souches virulentes chez la souris (RH-Lille,
RH-Stockholm, RH 88, BK, FAJI, MOR, HIV Vienne). Les groupes II et IIT qui rassemblent
les souches dites non-virulentes sont représentés par 6 souches pour le groupe II (Prugniaud,
76K, NTE, DX Bonn, ALT Berlin, 177 Berlin) et de 3 souches (C, C56, NED) pour le groupe
HI (tableau I).

Deux souches (PMR et KB Vienne) n’étaient pas classifiées. De plus, pour certaines
souches I’analyse RFLP était incompléte. La premiére étape de ce travail a donc consisté en
I’analyse du génotype de plusieurs de ces souches disponibles au laboratoire.

1) Analyse du génotype des souches.

Le génotype des souches PMR, KB Vienne, RH, 76K, Prugniaud, C et C56 a été
réalisé par I’analyse du polymorphisme de la longueur des fragments de restriction (RFLP :
"Restriction Fragment Length Polymorphism"). Cette technique permet une analyse des
profils de restriction engendrés a la suite de la digestion de ’ADN. Les profils sont révélés en
utilisant des marqueurs spécifiques. Dans notre étude, les loci SAGI et 850 ont été utilisés
comme marqueurs du polymorphisme pour analyser le génotype des souches (Sibley and
Boothroyd, 1992b, 1992c). Dans un premier temps, les locus des génes SAG/ et 850 ont été
amplifiés par PCR ("Polymerase Chain Reaction": réaction d’amplification en chaine) a partir
de ’ADN génomique isolé de chacune des souches a I’aide d’oligonucléotides spécifiques
(section Matériels et Méthodes 1.3). Les fragments d’ ADN amplifiés ont ensuite été digérés
par des enzymes de restriction spécifiques, Rsal et Sau96I pour le géne 850 ou Ddel et Sau961
pour le géne SAG/. Les fragments polymorphiques d’intérét ont été révélés par Southern Blot
aprés I’hybridation des membranes contenant les fragments d’ ADN digérés avec les sondes
SAG1 ou 850.
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Les ADN génomiques utilisés proviennent des souches RH (groupe I). Prugniaud et
76K (groupe II). C et C36 (groupe ) ainsi que celui des souches KB et PMR non classifiges.
Les loci S4G/ et 850 ont ensuite été amplifiés a 'aide des couples d’oligonucléotides
P30.3/P30.5 pour le locus SAG/ et P830.1/P830.2 pour locus 850 (Sibley and Boothroyd,
1992b, 19926). Les profils de restriction des produits d"amplification PCR ont été analysés par
les enzymes Ddel, Sau96I (locus SAGI) et Rsal, Sau96I (locus 8350 ) (figures 17a et 17b). Les
souches RH. C, C56 (controles) présentent des profils RFLP attendus (figures 17a et 17b,
pistes 1, 6 et 7). Dans le cas des souches 76K et Prugniaud, les profils RFLP de type II
attendus au locus S4G/ sont confirmés (figure 17a, pistes 4 et 5) et les profils RFLP obtenus
pour le locus 850 (figure 17b, pistes 4 et 5) sont également de type II. Ceci confirme
I’appartenance de ces souches au groupe II. )

Les profils RFLP (locus 850 et SAG/) obtenus pour les souches KB et PMR, non
encore classifiées, sont de type I (figures 17a et 17b, pistes 2 et 3). Ce résultat ainsi que la
réactivité avec 1’anticorps monoclonal anti-P22 (tableau 1) confirme I’appartenance de ces

~ deux souches au groupe L.

2) Analyse du polymorphisme des protéines

Des études précédentes réalisées dans le laboratoire ont permis le clonage et la
caractérisation moléculaire de quatre protéines GRA (GRA1l, GRA2, GRAS et GRA®6)
(Cesbron-Delauw et al., 1989 ; Mercier et al., 1993 ; Lecordier et al., 1993, 1995). L étude de
’expression de ces protéines GRA dans chacune des souches a été réalisée par western blot a
’aide d’anticorps spécifiques dont nous disposions dans le laboratoire. Les protéines de
granules de_nses GRAI1, GRA2, GRAS et GRA6 sont bien détectées dans chacun des trois
groupes (résultats non présentés). Cependant, alors que le profil de migration des protéines
GRA1 et GRA2 était identique, les protéines GRAS et GRA6 présentaient un polymorphisme

de taille entre les trois groupes (figure 18).

De maniére frappante, les deux protéines présentaient des caractéristiques de migration
communes. Leur poids moléculaire restait inchangé dans les souches appartenant a un méme
groupe. De plus, les profils de variation de leur taille entre les trois groupes étaient similaires :
en effet, alors que dans le groupe I, les protéines GRAS et GRA6 migraient a un poids
moléculaire apparent de 21 kDa et 32 kDa respectivement, elles présentaient toutes les deux
dans le groupe II un poids moléculaire plus élevé (22 kDa pour GRAS et 34 kDa pour GRA®).
Dans le groupe III, elles migraient a une taille plus basse avec 20 kDa pour GRAS5 et 31 kDa
pour GRA®G.
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Figure 17a: RFLP locus géne SAG/, digestions par Rsal et Sau961
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Figure 17b: RFLP locus géne 850, digestions par Rsal et Sau96I

Figure 17 : Profils de la taille des fragments a la suite du polymorphisme de restriction au
locus des génes 850 et SAG1 de 7 souches de 7. gondii.

Le locus du géne a été amplifié par PCR a partir de I’ADN génomique d’une souche virulente (la
souche RH), de quatre souches non virulentes (Prugniaud, les souches 76K, C et C56) et de deux
souches dont la virulence n’est pas déterminée (les souches KB Vienne et PMR). L’ ADN amplifié a
été digéré par les enzymes de restriction Ddel et Sau961 pour I’étude du locus SAG! (Figure 17a)
et par Rsal et Sau961 pour le locus 850 (Figure 17b). L’ ADN digéré a été séparé par électrophorése
sur un gel d’agarose puis tranféré sur une membrane de nylon. Les membranes ont été incubées
avec des sondes marquées au [[*2P] provenant soit de I’insert amplifié et purifié du géne 850 (RH)
soit de celui du géne SAGI (RH). La taille des fragments polymorphiques a été indiquée en paires
de bases.

Les profils de restriction attendus pour chaque enzyme au locus des génes SAG! et 850 dans les
trois types de souches ont été représentés a la gauche de chaque blot.



Souches virulence SAG1 850 P22 Zymodéme
RH (F) v 1 1 + 1
RH (N) v 1 1 + 1
BK (A) v 1 1 + 1
FAJI (F) i 1 1 + 1
RH 88 (USA) v 1 1 + 1
MOR (F) v 1 1 + 1
HIV (A) v 1 ND + 1
Prugniaud (F) NV 2 ND - 2
DX (All) | NV 2 2 - 2
NTE (All) NV 2 2 - 2
177 (All) NV 2 ND - ND
ALT (All) NV 2 ND - 2
76K (F) NV 2 ND - 2
C56 (UsA) NV 2 3(1?) + 3
NED (F) NV 2 3 + 3
C (Usa) NV 2 3 + 3
KB (A) ND ND ND + ND
PMR (F) ND ND ND + ND

Tableau 1 : Résumé des données immunologiques et génétiques pour 18 souches de T. gondii.

L’ensemble de ces données a permis de classifier les souches en trois groupes génotypiquement
distincts. Le groupe I est représenté par sept souches (RH Lille, RH Stockholm, BK, FAIJI,
RH88,MOR, HIV, NED et PMR), le groupe II par six souches (Prugniaud Lille, DX Bonn, NTE,
177 Berlin, ALT Berlin, 76K) et le groupe III par trois souches (C56, NED, C USA). De plus,
malgré les données de réactivité avec P22, deux des souches de notre étude (KB Vienne et PMR)
n’ont pu étre répertoriées dans 1’un des trois groupes.

Les souches virulentes chez la souris sont désignées par "V " et les souches non virulentes par
"NV".

Le "+" indique que chacun des quatre anticorps réagissaient avec la protéine de surface P22 (ou
SAG?2) des lysats des souches par immunoblot (Parmley et al., 1994a). Les alleles ont été
répertoriés sur la base des caractéres RFLPs détectés a partir de I’ADN amplifié pour chacun des
loci des génes S4Glet 850 (Sibley and Boothroyd, 1992). Les caractéres phénotypiques ont été
représentés par les zymodémes (Dardé et al., 1992). Lorsque des données sont absentes, celles-ci
ont été indiquées par la notation "ND".



Groupe 1 Groupe 11 Groupe 111

GRA5

GRA6

Figure 18 : Analyse par immunoblot de ’expression des protéines GRAS et GRA6 de souches
de T. gondii provenant des trois groupes génotypiques.

Les lysats des souches du groupe I (KB Vienne, PMR, RH Lille, RH Stockholm, BK, FAJI, RH88,
MOR et HIV), du groupe II (Prugniaud Lille, DX Bonn, NTE, 177 Berlin, ALT Berlin et 76K) et
du groupe III (C56, NED et C USA) ont été¢ séparés par électrophorese sur gel de polyacrylamide
en conditions réduites puis transférés sur une membrane de nitrocellulose. La membrane a été
incubée soit avec I’anticorps monoclonal TG 17-113 anti-GRAS5 dilué au 3000°™¢, soit avec le
sérum de souris anti-GRA6 recombinante dilué au 1500°™° puis avec 1’anticorps de chévre anti-IgG
de souris dilué 1000°™, Les signaux ont été révélés par chimioluminescence.
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Le polymorphisme de taille observé pour les protéines GRAS et GRA6, associé au
polymorphisme génique aux locus SAG/ et 830, a donc permis d’ajouter un nouveau
marqueur polymorphique au tableau de classification (Tableau 2). Ce marqueur corréle avec
les autres marqueurs utilisés et permet de distinguer les trois groupes génotypiques

précédemment décrits.

3) Analyse du polymorphisme génétique

Des études précédentes réalisées dans le laboratoire avaient permis la caractérisation
moléculaire des geénes de granules denses GRAS (Lecordier et al., 1993) et GRA6 (Lecordier
et al., 1995) de la souche RH européenne appartenant au groupe I. Ces données nous ont
permis de cloner et séquencer les génes GRAS et GRA6 de souches type I et II1. V

A) Clonage et séquencage des génes GRAS5 et GRA6 de différentes

souches.

Les genes GRAS et GRA6 des souches des groupes II et III ont été isolés suivant la
stratégie de clonage décrite en figure 19. Les génes clonés provenaient des souches 76K et
Prugniaud pour le groupe II et des souches C et C56 pour le groupe III. Ces constructions
possedent la région 5' non traduite (notée 5’ UT pour "untranslated” : non traduite), le cadre
de lecture ouvert et la région 3' non traduite (3’ UT) du geéne. Elles ont été obtenues aprés
amplification de I'ADN génomique des toxoplasmes & l'aide des oligonucléotides créant aux
extrémités 5' et 3' des régions environnantes, le site de restriction Xhol pour GRAJ et le site de
restriction £coRI pour GRA6 pour une manipulation ultérieure plus facile de ces génes. Les
couples d'oligonucléotides utilisés pour les amplifications sont les suivant : P21.19 et P21.20
pour le géne GRAJS et P32.11 et P32.12 pour le gene GRA6 (section Matériels et Méthodes
[.3). La taille des fragments issus de cette amplification a €té vérifiée sur un gel d'agarose. Ces
produits d'amplification présentaient des extrémités franches qui ont permis leur clonage dans
le vecteur pPCR Script Amp SK(+) digéré par SfrI. Les génes clonés ont ensuite été séquences
dans les deux sens en utilisant des oligonucléotides qui permettaient de parcourir de proche en
proche la séquence des génes. Les séquences obtenues ont été alignées puis comparées grace a
un programme d'analyse informatique a la séquence connue de la souche RH européenne du

groupe I (logiciels DNA Star et Omiga).
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. 5 UT GRA F GRA 3 UT GR-
Capsii G ORF GRA Stop > UT GRA -
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5 m—— —_— - ADN génomique
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GRAS : P21.19(Xhol)

GRAS5 : P21.20 (Xhol)

GRAG6 : P32.11 (EcoRI) GRA6 : P32.12 (EcoRI)

Amplification par PCR du site de démarrage de la transcription (Cap site) au poly A
avec le couple d’oligonucléotides P21.19/ P21.20 (GRAS) et P32.11/ P32.12 (GRA6)
Clonage dans le vecteur pPCR Amp Script SK(+) digéré par Sfrl

v
H s uTGra ORF GRA 3" UT GRA
Cap site ATG Stop Poly A
___l[ l GRA Cap site- poly A dans le
. vecteur pPCR Amp Script SK(+)
Xhol (GRAS) Xhol (GRAS)
EcoRl1 (GRA6) - EcoRl (GRA6)
Afil

pPCR-Script Amp

SK(+)
2961 pb

Figure 19 : Stratégie de clonage des génes GRAS5 et GRA6 de T. gondii dans le vecteur
plasmidique pPCR Amp Script SK(+).

La région 5' non traduite (5’ UT), le cadre de lecture ouvert (ORF : open reading frame) et la
région 3' non traduite (3’ UT) des genes GRAS et GRA6 ont été amplifiés a partir de 'ADN
génomique des souches 76K et Prugniaud pour le groupe II et des souches C et C56 pour le
groupe III. L’amplification a été réalisée a I'aide des oligonucléotides P21.19 et P21.20 pour le
gene GRAS et P32.11 et P32.12 pour le gene GRA6. Ces oligonucléotides ont été choisis pour
créer aux extrémités 5' et 3' des régions environnantes, le site de restriction Xfol pour GRAS et
le site de restriction EcoRl pour GRA6 pour une manipulation ultérieure plus facile de ces genes.
Les produits d'amplification présentaient des extrémités franches qui ont permis leur clonage
dans le vecteur pPCR Amp Script SK(+) préalablement digéré par Sfil. Les constructions
obtenues ont été appelées GRAS (ou GRA6)- nom de la souche (du site de démarrage de la
transcription au poly A) dans pPCR Amp Script SK(-+).
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B) Analyse des séquences
a) Géne GRAS (figures 20, 21 ; tableaux 4a, 4b)

La séquence du gene GRAS de la souche RH (groupe I) (Lecordier et al., 1993 ;
GenBank numéro d’accession : L06091) a été comparée aux séquences obtenues pour les
souches 76K et Prugniaud du groupe II et a celles des souches du groupe 111 C et C56 (figure
20). L'analyse des séquences GRAS5 a révélé que les cadres de lecture ouverts étaient
identiques (363 pb) dans les souches des trois groupes. L’alignement des séquences
nucléotidiques a révélé une trés grande conservation de la séquence a I’intérieur d’'un méme
groupe avec 99,72 % d’homologie entre les souches 76K et Prugniaud pour le groupe II et
100 % d’homologie entre les souches C -et C56 pour le groupe III (tableau 4a). La
comparaison des séquences entre les trois groupes a également mis en €vidence une grande
conservation. En effet, lorsque la séquence de la souche RH (groupe I) est prise comme
référence, une homologie de plus de 97 % et 99 % est observée avec les souches du groupe II
et avec les souches du groupe IlI, respectivement. L.’homologie est plus importante entre les
souches des groupes I et III (supérieure a 99 %) qu’entre les souches des groupes I et II
(environ 98 %). Les groupes II et III sont plus divergents (environ 97 % d’homologie). Ainsi,
alors que les bases modifiées sont les mémes & I’intérieur d’un groupe a I’exception d’une
thymidine dans la souche 76K, les substitutions observées entre les groupes Il et III sont a
chaque fois différentes. Cette différence a également été observée lorsque celle-ci se produit
en une méme position, c’est le cas, par exemple, en position 124 ou I’adénine (de la séquence
RH) est remplacée par une thymidine dans le groupe II et par une guanine le groupe Iil. La
séquence du géne GRAS présente 9 bases substituées dans la souche 76K (groupe 1I) et 3 dans
les souches du groupe III. Dans la plupart des cas, une adénine est remplacée par une guanine

(44,4 % et 66,7 % pour les groupes II et 111 respectivement

La recherche de sites de restriction différentiels entre les trois groupes a révélé
(tableau 3).

Groupe Souche RH Souche 76K Prugniaud Souche C | Souche C56
Groupe | RH 100,00 2,20 1,93 B 0,83 T 0,83
Gronpel] |-TOERRIGR § 9780 __Jepo | _e28 275 | 275

Prugniaud 98,07 99,72 100,00 2,50 L 2,50
Grougelny (-2dnE 1. - AU T e e i o M
Souche C56 99,17 97,25 | 97,50 | 100,00 100,00

Tableau 4a : Pourcentage d’homologie des séquences ADN du géne GRAS.

La principale substitution correspond au remplacement d’un A par une G dans :
- 44,44 % des cas pour les souches 76K et Prugniaud/RH.
- 66,67 % des cas pour les souches C et C56/ RH.



[ Souche RH : ATGGCGTCTGTAAAACGCGTCGTTGTGGCGGTAATGATCGTGAACGTGCTGGCTTTAATTTTTGT
[ SotucheTBIC!: oot e e e

Souche Prugniaud : ———----mmmmmmee
| SoucheC: - e
| Souche C56 : - — oo

- [ Souche RH : GGGCGTTGCCGGTTCAACGCGTGACGTAGGGT CAGGCGGGGATGACTCCGAAGGTGCTAGGGGGC
|: Souche 76K: W @ - L 11 T S S S S ——  —— G
Souche Prugniaud : -----———----- AT e B e 5 b B i T
[7 T T e S U E SR S
Souche C56: - G e RS SR G

[ Souche RH : GTGAACAACAACAGGTACAACAACACGAACAAAATGAAGACCGATCGTTATTCGAAAGGGGAAGA
[ Souche 76K: @  ——cmmmcmmme - T S
Souche Prugniaud : ~--———--—- - e R RS S N S
{ Souche C: -————- T E S S S
Souche C56: -—-———- (o R e

[ Souche RH : GCAGCGGTGACTGGACATCCAGTGAGGACTGCAGTGGGACTTGCTGCAGCTGTGGTGGCCGTTGT
|: Souche 76K : S O S S S S S

Souche Prugniaud ;: —————-mmmmmmmm e e
{ Sonche G2 | s o e
_Souche C56: ——————————- e

[ Souche RH : GTCACTACTGCGATTGTTGAAAAGGAGGAGAAGACGCGCGATTCAAGAAGAGAGCAAGGAGTCTG
[ Souche 76K : - Gmmmmmmmm- e s

Jipell Souche Prugniaud : —-—-—--————————————— e Gmmmm
Typelll [ Souche C: o
Souche C56: - e

[ Souche RH : CAACCGCGGAAGAGGAAGAAGTTGCCGAGGAAGAGTAA 363 bases
|: Souche 76K : = oo e 363 bases
Type il Souche Prugniaud : ———-——-———m oo ___ 363 bases

[ SoucheC: oo 363 bases
l Souche C56: - 363 bases

Figure 20 : Comparaison des séquences ADN du géne GRAS5 chez cinq souches de 7. gondii
réparties dans les trois groupes.

Les séquences ADN du gene GRAS obtenues chez les souches 76K et Prugniaud pour le groupe II
et chez les souches C et C56 pour le groupe 111 ont été alignées a celle déja publiée de la souche RH
du groupe I (Lecordier ef al., 1993). Les bases qui sont identiques par rapport a celles de la souche
RH prise comme référence ont été notées "-".
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Position par rapport a I’'ATG, en pb
Enzymes
Groupe | Groupe 11 Groupe 111
BpuAl 174, 298 174 174,298
Cfol 299 299 104, 299
Mael 123 / /
Maell 45,90 45, 83 (Souche 76 K) 45, 90
Miul 16, 83 16, 83 (Souche 76 K) 16, 83
18, 85,297,299, | 18, 85 (Souche 76 | 18, 85, 104, 297,
Mvnl
332 K). 297, 299, 332 299, 332

Tableau 3 : Analyse des sites de restriction différentiels dans le géne GRAJ entre les

trois groupes.

Toutes les substitutions a I'exception de la derniére guanine pour les souches du
groupe II conduisent a une modification de la séquence protéique primaire avec six acides
aminés différents dans la souche Prugniaud (groupe 1) et trois dans les souches du groupe
II1. Afin, de rechercher I’existence de différences de la taille de la région codante, 1’analyse
de la région 5’ non traduite n’a pas révélé la présence d’un codon d'initiation (ATG)
supplémentaire. De méme, les substitutions nucléotidiques ne créent pas un codon de
terminaison entrainant ainsi une terminaison prématurée de la synthése protéique. La
longueur de la séquence primaire de la protéine GRAS5 est donc identique (120 aa) pour
chacune des souches (figure 21). La plupart des acides aminés substitués est présente dans la
région N terminale de la protéine, a 'exception d'une substitution dans les souches du groupe
II, ou la lysine (Kos) a été remplacée par une arginine (R), qui se trouve aprés la région
transmembranaire. Comme pour les substitutions nucléotidiques, les acides aminés substitués
sont dans tous les cas différents entre les groupes II et III. Les substitutions en acides aminés
ne provoquent pas une forte divergence de la séquence protéique primaire puisqu’une
homologie supérieure & 94 % et de 97,50 % a été observée avec les souches du groupe II et
avec les souches du groupe II1 respectivement (tableau 4b). La séquence est trés conservée
a l'intérieur d’un méme groupe, par contre de faibles divergences sont constatées entre les
trois groupes. L’homologie est la plus grande entre les souches des groupes 1 et III avec
97,50 % d’homologie contre plus de 92 % entre les souches des groupes 11 et 111.

D’un point de vue fonctionnel, on note d’une part I’absence de substitutions dans les
deux régions hydrophobes et d’autre part, la présence d’une région polymorphique dans la
région N-terminale, aprés le site de clivage potentiel du peptide signal. En comparaison avec

la séquence de type 1, on remarque que sur les six substitutions observées dans la séquence




Site de clivage potentiel

Typel I: RH: MASVKRVVVAVMIVNVLALIFVGVAGSTRDVGSGGDDSEGARGRE
e T6K: e C-T--—————=—- W-G-
b Prugniaugds =o~—msmemmsmseimamio i s e e W-G-
[C: e A--——-= G-~
Type HI l i CEBEE s oo e i s o o ) (s
Typel [ RH: QOQVOOHEQNEDRSLFERGRAAVTGHPVRTAVGLAAAVVAVVSLL
THK; e e e o 3 O e oo o e 5 K i
e Prugniaud: -————— e b e S O st
— [ C: R o e e
I T e ———
Typel [ RH: RLLKRRRRRATIQEESKESATAEEEEVAEEE 120aa
T6K: s s et s 120aa
ok vk Prugniaud: —-—-R-———==———-—mmmm e 120aa
[6: e 120aa
: =4 L EBBE e e o s e e e 120aa

Figure 21 : Comparaison des séquences en acides aminés déduites du cadre de lecture
ouvert du géne GRAS chez cinq souches de 7. gondii réparties dans les trois groupes.

Les séquences protéiques primaires déduites du géne GRAS obtenues chez les souches 76K et
Prugniaud pour le groupe II et chez les souches C et C56 pour le groupe III ont été alignées a
celle de la souche RH du groupe I. Les acides aminés identiques a ceux de la souche RH prise
comme référence ont été notés "-". Les acides aminés substitués conservatifs ont été indiqués en
couleur, alors que les substitutions non conservatives sont représentées en couleur.
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des protéines GRAS de type I, trois sont conservatives. Les trois autres concernent des acides
aminés chargés remplacés par des acides aminés hydrophobes dans la séquence de type II (R4, /
Wiz Ras/ Gu; Ess / Gss). Pour la séquence de type I1I, sur trois substitutions, deux sont
conservatives, la troisiéme correspond également au remplacement un acide aminé chargé par
un hydrophobe (R42/ Gaz).

Groupe Souche RH Souche 76K | Prugniaud | Souche C_ ] Souche ¢
Groupe | RH 100,00 S8 1 5% 1 2% 1 250
Cororne 11 ' 94,17 100,00 083 7,50 z 7.50
Lroupe i bl Siborhlladbenll %t o Gl i s . :

95,00 99,17 100,00 8. | 687
97,50 92,50 9333 | _ 10000 _
97,50 92,50 93,33 100,00

Tableau 4b : Pourcentage d’homologie des séquences en acides aminés de la protéine

GRAS.

b) Géne GRAG6 (figures 22, 23 ; tableaux 5a, 5b)

Le séquengage du gene (GRA6 a tout d’abord révélé la présence de deux erreurs de
séquences au niveau de la séquence GRA6 de la souche RH (groupe I) publiée (Lecordier e#
al., 1995, GenBank numéro d’accession : L33814). La séquence GRA6 corrigée a ensuite €té
comparée aux séquences obtenues pour les souches 76K et Prugniaud du groupe 1II et a celles
des souches C et C56 du groupe III (figure 22). La situation est plus polymorphique que pour
le géne GRAS puisque dans un méme groupe, certaines bases sont substituées dans une souche
et pas dans I’autre. La comparaison des séquences nucléotiques des souches des groupes I et
IIT a révélé 8 et 9 substitutions (souche C et C56), ce qui se traduit par plus de 98 %
d’homologie (Tableau 5a). Par contre, pour le géne GRA6 de type 11, la présence a la fois de
10 et 11 substitutions (76K, Prugniaud) et de délétions sont responsables d’une plus grande
divergence des séquences de type II avec les types I et 11l (tableau 5a). Ainsi, bien que la taille
de la région codante (693 pb) soit identique dans les souches des groupes I et 111, celle-ci est
plus courte de 18 nucléotides dans la région 3' terminale pour les souches du groupe IL.

La recherche de sites de restriction différentiels entre les trois groupes a également
révélé un polymorphisme plus important que celui observé pour le géne GRAS5. Ceci a été mis
en mis en évidence par la présence de sites uniquement dans un groupe de souches, comme
ceux reconnus par les enzymes Smal et XmaCl pour le groupe 11 et par BssHII pour le groupe
II1. De plus, certains sites de restriction permettent de différencier les groupes sur la base de

leur existence ou de leur localisation différentielle dans le géne GRA6 (tableau 6).



Type I r Souche RH H ATGGCACACGGTGGCATCCATCTGAGGCAGAAGCGTAACTTCTGTCCTGTAACTGTCTCCACAGTTGCTGTGGTCTTTGTAGTCTTC
‘ ; ‘ Souche 76K : - T S
[ Type "j Souche Prugniand : -~ T e
1~ 'Souche C : oo e e i) Tome
Souche C56 : - Tmmmm e T-—-
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| Souche C56: @
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Souche C56: - e
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[ Souche 76K : @ @ Gt e S e
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Souche 76K : L
{ Souche Prugniaud : - Gmmmmm e e e
[ Souche C:
Souche C56 : e G e e Cmmmmmm e
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Figure 22 : Comparaison des séquences ADN du géne GRAG6 chez cinq souches de 7. gondii
réparties dans les trois groupes.

Les séquences ADN du géne GRAG6 obtenues chez les souches 76K et Prugniaud pour le groupe II
et chez les souches C et C56 pour le groupe I1I ont été alignées a celle déja publiée de la souche RH
du groupe I (Lecordier ef al.,1995). Les bases qui sont identiques par rapport a celle de la souche
RH prise comme référence ont été notées "-".

Une région de délétion a été observée dans I’extrémité 3’ terminale du gene des souche 76K et
Prugniaud (groupe II). Les bases délétées ont été représentées par I’absence de notation dans cette
région.



% de divergence
Groupe Souche RH Souche 76K | Prugniaud | Souche C | Souche C56
Groupe | RH 100,00 4,04 4,18 1,15 L300
Souche 76K 95,96 100,00 0,43 4,47 4,62
Groupe II  [---:--=---; e et ey T
Prugniaud 95,82 99,57 100,00 4,62 4,76
Groupe I |---->0uche €] 98,85 95,53 9538 | _10000_ _| _ 014 _ |
P Souche C56 98,70 95,38 9524 | 99,86 100,00
% d'homologie
Tableau Sa : Pourcentage d’homologie des séquences ADN du géne GRA6.
% de divergence
Groupe Souche RH Souche 76K | Prugniaud | Souche C | Souche C56
Groupe | RH 100,00 7,39 . 183 | 261 3,04
Groupe Il |-SQuche 76K | 92,61 _1oo00 | 130 ___ 7,39 7,83
P Prugniaud 92,17 98,70 100,00 | 783 8,26
‘ ..SoucheC | 9739 92,61 9217 | _10000__| __ 043 ___
Groupe Il 501 che C56 96,96 92,17 91,74 | 99,57 100,00

% d'homologie

Tableau 5b : Pourcentage d’homologie des séquences en acides aminés de la protéine GRAG.
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Position par rapport a ’ATG, en pb
Enzymes
Groupe 1 Groupe 11 Groupe 111
Acyl 652 634 /
Al 670 / 670
Aval 356 356, 646 356
BssHI1 / / 652
Fokl 566, 656 638 566, 656
Maelll 35, 49,392, 611 35,392 35,392, 611
Narl 652 634 /
Smal / 648 /
XmaCl / 646 /

Tableau 6 : Analyse des sites de restriction différentiels dans le géne GRA6 entre les trois

groupes.

La protéine GRA6 est composée de 230 acides aminés pour les souches des groupes I
et III et de 224 acides aminés pour les souches du groupe II. De la méme maniére que pour
GRAS, a I’exception de la deuxiéme thymidine en position 84 dans les souches du groupe II
qui remplace une cytosine (groupe 1), toutes les substitutions nucléotidiques sont responsables

d’un changement de la composition en acides aminés (figure 23).

D’un point de vue fonctionnel, la séquence des deux régions hydrophobes n’est pas
modifiée. La région N- terminale (en amont du domaine transmembranaire) est peu
polymorphe. Par contre la région C- terminale constitue une région trés polymorphe dans la
protéine GRA6. Dans les séquences type II, ce polymorphisme est particulierement marqué
avec notamment deux délétions (de 5 et 1 acides aminés) et d'autre part une importante
modification a I’extrémité carboxy-terminale avec 4 substitutions non conservatives sur les 8
derniers acides aminés.

L’ensemble des résultats concernant I’étude génétique des genes GRAS et GRAG6 a,
d’une part, confirmé que le génome des toxoplasmes est peu polymorphe (Sibley and
Boothroyd, 1992c ; Howe and Sibley, 1995 ; Sibley and Howe, 1996) et a, d’autre part, révélé
un degré de divergence plus élevé pour les souches du groupe I1.

Par contre, I’analyse des séquences, et en particulier celle concernant les séquences
primaires, ne semble pas corréler avec le polymorphisme de taille observé. Ceci est
particuliérement évident pour GRA6 dont le poids moléculaire augmente alors que le cadre de



Type 111

Type [

' Type 11 [

Type 111

Type I [

Type Il l (
A=

Type III

Type I [

Type 11

Type 111

RH:

7T6K:

Prugniaud:

Cs
C56*

RH:

7T6K:

Prugniaud:

C:
C56:

RH:

76K:

Prugniaud:

(58
C56¢

RH:

T6K:

Prugniaud:

2
C563

NN NN NN RS N

MAHGGIHLRQKRNFCPVTVSTVAVVFVVFMGVLVNSLGGVRVAADSGGVKQTPSETGS!

—————— D s T
—————— e - TR
________________ L_______________________._______D_————_-._____
________________ rL--——————-——— D e

__________________________________ D_______.___A_____________
__________________________________ D-—-—————————A-——————————
__________________________________ D-—-————— .
__________________________________ D-—-————————,— .

SPQEPSGDGGGNDAGNNAGNGGNEGRGYGGRGEGGAEDDRRPLHPERVNVEDY 230 a
——————— Gmmmmmmmmm = —————-—--GS--E--F 224a
——————— Gmmmmmmm e = —————=-—-GS--E--F 224a
————————————————————————————— D-====@G-=—=-RA-—==~=—===== 230 ¢
P D--——- G----- R 230a

Figure 23 : Comparaison des séquences en acides aminés déduites du cadre de lecture
ouvert du géne GRA6 chez cinq souches de 7. gondii réparties dans les trois groupes.

Les séquences protéiques primaires déduites du géne GRA6 obtenues chez les souches 76K et
Prugniaud pour le groupe II et chez les souches C et C56 pour le groupe III ont été alignées a
celle de la souche RH du groupe I. Les acides aminés identiques a ceux de la souche RH prise

comme référence ont été notés

"non

. Les acides aminés substitués qui sont conservatifs ont été

indiqués en couleur, alors que les substitutions non conservatives sont représentées en noir.
Deux régions contenant 5 et 1 acides aminés délétés dans la partie C-terminale des souches 76K
et Prugniaud du groupe II ont été représentées par I’absence de notation.
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particulierement évident pour GRA6 dont le poids moléculaire augmente alors que le cadre de
lecture ouvert est plus court dans les souches du groupe II. Ces observations ainsi que la
similitude de comportement électrophorétique des deux protéines suggéraient |’ intervention
de modifications post-traductionnelles différentielles.

4) Expression des protéines GRAS et GRA6

Pour tester I’hypothése d’une possible implication de modifications post-
traductionnelles sur les variations de taille des protéines GRAS et GRAG, les génes GRAS et
GRAG6 ont été exprimés ex vivo dans différentes souches de toxoplasme et in vitro dans un
lysat de réticulocytes de lapin.

A) Expression "ex vivo"

L’étude de la taille des protéines GRAS et GRA6 (type I et II) en fonction de la souche
parasitaire ou ultérieurement aprés mutagenese a été réalisée par transfection de toxoplasmes
par diverses constructions. Cette étude a nécessité la construction de vecteurs d’expression
permettant ’expression de la protéine d’intérét en fusion avec un marqueur épitopique
hétérologue, de fagon a pouvoir la distinguer de son homologue sauvage exprimé de fagon
endogeéne dans les toxoplasmes transfectés.

Les travaux réalisés au laboratoire ayant validé !’utilisation du marqueur épitopique
HA9 du virus de I'influenza (Wilson et al., 1984 ; Mercier et al., 1998a ; Lecordier et al.,

1999) chez le toxoplasme, nous avons poursuivi cette approche.
a) Constructions GRASHA9 et GRA6HA9

Toutes les constructions plasmidiques utilisées dans cette étude ont été dérivées a
partir de la construction GRASHA9-RH (Lecordier et al., 1999). Dans cette construction, le
cadre de lecture ouvert du géne GRAS de la souche sauvage RH (type I) est flanqué en 5’ du
promoteur GRAS et de la région 5° UT GRAS et en 3°, de la région 3’ UT du géne GRA2. La
région 5’GRAS5 (promoteur + 5° UT) permet un haut niveau d’expression en transfection
transitoire (Mercier, Lefebvre-Van Hende et al., 1996 ; Lefebvre-Van Hende, 1998).

Les constructions GRASHA9-Prugniaud, GRA6HA9-RH et GRA6HAS-Prugniaud ont
été dérivées a partir de GRASHA9-RH. Ces trois constructions ont €té obtenues par
remplacement du cadre de lecture du géne GRAS-RH par celui des genes d’intérét (c’est-a-dire
GRAS-Prugniaud, GRAG6-RH ou GRAG-Prugniaud) (figure 24). Les cadres de lecture des



Prom. GRA5 5’ UT GRAS 3’ UT GRA2

r) ATG ORF GRAS5-RH Stop
+ ‘ ‘ A —————  Vecteur GRASHA9-RH/KS(+)
EcoRI P21.56 Nhel  EcoRI BamHI1
e
BstETl
Mutagenése : création du site BstEIl au niveau de I’ATG.
Prom. GRA5 5’ UT GRAS 3’ UT GRA2
r) ATG ORF GRAS5-RH Stop
‘ ‘ L ‘ Vecteur 36.GRASHA9-RH/KS(+)
EcoR1 BstEll Nhel BamHI
ORF GRAS
Prugniaud
r) ATG Stop
BOLEE b «—.P21.A ADN génomique

BstETI NheUSphBammn  PrUgniaud

ORF GRA6-RH
r) ATG Stop

Amplification PCR des ORF GRA6-RH,
GRA6-Prugniaud et GRA5-Prugniaud.

Clonage dans le vecteur GRASHA9- '
RH/KS(+) digéré par BstEII et Nhel. / P32A «—.P2E ADN génomique RH

BstEXl Nhel/Sphl/BamH1

ORF GRA6

Prugniaud
r) ATG ¥ Stop

PR2A - «—.P2E ADN gén‘omique
BstETl Nhelsph/Bammn  PrUgNIAU
Prom. GRAS 5' UT GRAS ORF GRAS 3’ UT GRA2
I') ATG Prugniaud Stop
f HA9 b Construction GRASHA9-Prugniaud/KS(+)
EcoRI BstEIl Nhel  EcoRl BamH1
Prom. GRAS 5'UT GRAS ORF GRA6_RH 3’ UT GRA2
I_) ATG Stop
. F = + Construction GRA6HA9-RH/KS(+)
EcoR1 BstEIl Nhel  EcoRI BamHI1
Prom. GRA5 5" UT GRAS ORF GRA6 3’ UT GRA2
[') ATG Prugniaud Stop
: HA9 ; Construction GRA6HA9-Prugniaud/KS(+)
EcoRl BstETl Nhel  EcoRl BamH]1

Figure 24 : Stratégie de clonage du cadre de lecture ouvert des génes GRA6-RH, GRA6-Prugniaud et
GRAS-Prugniaud dans le vecteur KS(+)-HAY.

UT : région transcrite et non traduite ; ORF : Open Reading Frame (cadre de lecture ouvert) ;
Prom. : promoteur.
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différents génes ont été obtenus par amplification par PCR & partir de ’ADN génomique des
tachyzoites des souches RH (groupe I) ou Prugniaud (groupe II). Les oligonucléotides utilisés
pour cette amplification ont été choisis pour créer en 5°, au niveau du codon ATG, un site
BstEIl et en 3°, au niveau du stop, un site Nhel (section Matériels et Méthodes L.5). La taille
des fragments amplifiés a été vérifiée sur un gel d’agarose. Les fragments PCR ont ensuite été
sous clonés dans le vecteur pPCR Script Amp SK(+) puis la séquence des génes a été vérifiée
par séquengage automatique. Les fragments BstETI-Nhel générés ont été clonés dans le vecteur
86-GRASHA9-RH a la place de la région codante du gene GRAS. Ce vecteur a été obtenu par
mutagenese a partir de la construction GRASHA9-RH créant au niveau de I'ATG un site de
restriction BstEIl. Les profils de restriction des constructions (GRASHAO9-Prugniaud,
GRA6HA9-RH et GRA6HA9-Prugniaud) ont alors été vérifiés par différentes digestions
enzymatiques sur un gel d’agarose.

b) Expression transitoire dans les toxoplasmes

Les constructions GRASHAS9-RH et GRAG6HAS9-RH ont été transfectées
transitoirement dans trois souches de toxoplasmes : la souche RH (groupe I), 76K (groupe II)
et C (groupe III). L’expression de la protéine GRA6HA9-RH n’a pas pu étre détectée par
western blot en transfection transitoire. Ces expériences ont été répétées plusieurs fois dans la
souche RH sans résultats. Il ne s’agissait pas d’un probleme de construction mais plutét d’un
probléme de sensibilité : en effet, ’expression transitoire de la protéine GRA6HAS-RH a pu
étre détectée par immunofluorescence (résultats non montrés). Par contre, I’expression des
protéines GRASHA9-RH et GRASHAO9-Prugniaud a pu étre détectée par immunoblot aprés
transfection transitoire dans la souche RH (figure 25a). Les deux protéines présentent la
méme variation de taille que celle observée pour les protéines sauvages. Ainsi, dans le
contexte d’expression type I, la protéine GRAS (groupe II) se comporte comme dans un
contexte type IL De plus, la protéine GRASHA9-RH a été exprimée dans des toxoplasmes de
souche soit du groupe I ou du groupe II. Dans ces conditions la protéine a la méme migration
électrophorétique dans les deux souches (figure 25b). L’ensemble de ces résultats indique que
les protéines GRAS ne peuvent étre modifiées différentiellement en fonction de la souche qui

les exprime.

B) Expression in vitro
Afin de s’affranchir des problémes de modifications post-traductionnelles, les
protéines GRAS5 (RH et Prugniaud) et GRA6 (RH et Prugniaud) ont été exprimées dans un

systéme d'expression hétérologue in vitro.

L’expression des protéines GRAS et GRA6 a été réalisée en utilisant le systéme de
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Figure 25a : Analyse par immunoblot de l'expression transitoire de GSHA9-RH dans les
souches RH (groupe I), 76K (groupe II) et C (groupes III).

Un lysat de 5.107 tachyzoites issus de la transfection transitoire des souches RH, 76K et C par la
construction plasmidique GRASHA9-RH (groupe I) a été séparé par électrophorese sur gel de
polyacrylamide puis transféré sur des membranes de nitrocellulose. La membrane a été incubée
avec le sérum de lapin anti-HA9 dilué au 10000%e,

Les signaux ont été révélés par chimioluminescence apres incubation de la membrane avec un
sérum de chévre anti-IgG de lapin dilué au 10000°™ couplé a la péroxydase.



Figure 25b : Analyse par immunoblot de I'expression transitoire de GRASHA9-RH et de
GRASHAS9-Prugniaud dans le souche RH (groupe I).

Un lysat de 5.107 tachyzoites issus de la transfection transitoire de la la souche RH par les
constructions plasmidiques GRASHA9-RH (groupe I) et GRASHA9-Prugniaud (groupe II) a été
séparé par électrophorése sur gel de polyacrylamide puis transféré sur des membranes de
nitrocellulose. La membrane a été incubée avec le sérum de lapin anti-HA9 dilué au 10000%™e,
Les signaux ont été révélés par chimioluminescence aprés incubation de la membrane avec un
sérum de chévre anti-IgG de lapin dilué au 10000°™ couplé a la péroxydase.
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transcription/traduction in vitro dans un lysat de réticulocytes. Ce systéme d'expression in
vitro permet de transcrire 'ARNm correspondant au gene puis d'exprimer le produit de
traduction par un lysat de réticulocytes. Afin d'obtenir une molécule d'’ARNm mature c'est-a-
dire polyadénylée, la transcription a été réalisée a partir des constructions plasmidiques
précédemment clonées (figure 19). Ces constructions sont constituées du cadre de lecture et
des régions 5' et 3’ non traduites du gene. Les constructions sont placées sous le contrdle du
promoteur de la T3 ou de la T7 ARN polymérase. L'analyse de la taille des produits obtenus,
aprés I’étape de traduction dans le lysat de réticulocytes en présence de ['H]-leucine a été

réalisée sur un gel de polyacrylamide.

La variation de migration électrophorétique des produits de traduction synthétisés in

vitro (figure 26) est similaire a celle observée pour les protéines natives (figure 18).

Ces résultats indiquent que les variations de taille des protéines GRAS et GRA6 ne
résulteraient vraisemblablement pas de modifications post-traductionelles mais plutot d’un
changement conformationnel et/ou de I’état chargé des protéines suite aux substitutions en

acides aminés.

5) Expression des protéines GRAS et GRA6 mutées

L’influence de certains acides aminés dans la migration des protéines a ét€ analysée en
modifiant la séquence des génes par mutagenése dirigée puis en comparant la taille des
protéines mutées a celle des protéines sauvages. Afin de différencier I’expression des
protéines mutées de celle des protéines endogénes, un marqueur épitopique HA9 a été

fusionné a I’extrémité C-terminale des protéines d’intérét.
A) Mutagenése des génes GRAS5 et GRA6

Les constructions de mutagenése réalisées ont été exprimées chez des tachyzoites de
la souche RH, afin de comparer leur poids moléculaire apparent avec les protéines
GRASHAO9-RH et -Prugniaud et GRA6-RH.

Pour la protéine GRAS, la séquence d’un motif de 6 acides aminés, situé dans la
région la plus polymorphique entre les trois groupes, en position 41, a été modifiée par
mutagenese a I’aide d’oligonucléotides (section Matériels et Méthodes 1.5). Les différentes
mutations ainsi que les constructions résultantes ont été résumées dans le tableau 7. Les
produits issus de ces mutageneses ont été vérifiés par séquengage. Les constructions réalisées

ont été schématisées dans les figures 27 et 28.
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Figure 26 : Transciption/traduction in vitro des génes GRAS5 et GRA6 des souches RH
(groupe I) et 76 K (groupe II).

Les genes GRAS5 et GRA6 des souches RH (groupe I) et 76 K (groupe II) contenant le site de
démarrage de la transcription, le cadre de lecture ouvert du géne ainsi que le poly A du géne ont
été clonés dans le vecteur pPCR Amp Script SK(+) puis transcrits et traduits iz vitro par un lysat
de réticulocyteS de lapin en présence de [*H] leucine.



Nom de la construction Motif
GRASHA9-RH GARGRE
GRASHA9-Prugniaud GAWGGE
nl.GRASHA9-RH GAWGGE
u3.GRASHA9-Prugniaud GARGRE
u4.GRASHA9-RH GAWGRE
uS.GRASHA9-RH GARGGE

Tableau 7 : Résumé des constructions obtenues par mutagenése d’un motif de 6 acides

aminés de la protéine GRAS.



Prom. GRAS 5’ UT GRAS ORF GRAS5-RH 3’ UT GRA2

r) ATG Stop
+ . HA9 : Construction GRASHA9-RH/KS(+)
EcoRl / \ Nhel  EcoRI BamHI
ARGRE

Mutagenése :

ul : Instauration des deux acides aminés « Prugniaud » (wild type) impliqués
dans le motif (AWGGE) dans le motif (ARGRE) de la souche RH.

p4 : Instauration d’un des deux acides aminés « Prugniaud » impliqués dans le
motif (AWGGE) dans le motif (ARGRE) de la souche RH.

uS : Instauration de I’autre acide aminé « Prugniaud » impliqué dans le motif
(AWGGE) dans le motif (ARGRE) de la souche RH.

Prom. GRAS 5 UT GRAS ORF GRA5-RH 3’ UT GRA2
'_) ATG Stop

+ HA9 t

EcoRl / Nhel BamHI1

AWGGE Construction pl1.GRAS5-HA9-RH/KS(+)
AWGRE Construction p4.GRAS-HA9-RH/KS(+)

ARGGE Construction pS.GRAS-HA9-RH/KS(+)

Figure 27 : Stratégie de mutagenése de la construction GRASHA9-RH type I dans le vecteur KS(+).

UT : région transcrite et non traduite ; ORF : Open Reading Frame (cadre de lecture ouvert) ;
Prom. : promoteur.



Prom. GRA5 5 UT GRAS ORF GRAS 3’ UT GRA2

l_) ATG Prugniaud Stop
“ HA9 " Construction GRASHA9-Prugniaud/KS(+)
EcoRI1 BstETl / \ Nhel  EcoRl BamHI
AWGGE

Mutagenése :

Restauration des deux acides aminés impliqués dans le motif (ARGRE) de la
souche RH dans le motif (AWGGE) de la souche Prugniaud.

v
ORF GRAS
Prom. GRAS 5’ UT GRAS Prugniaud
ATG Stop 3 UT GRA2 ) )
r u3 Construction p3.GRASHA9-Prugniaud/KS(+)
- | HA9 b
EcoRI BstEIl / \ Nhel EcoR1 BamHI
ARGRE

Figure 28 : Stratégie de mutagenése de la construction GRA5-Prugniaud dans le vecteur KS(+).

UT : région transcrite et non traduite ; ORF : Open Reading Frame (cadre de lecture ouvert) ;
Prom. : promoteur.
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Pour la protéine GRAG, I’analyse de la séquence en acides aminés a révélé la présence
d’une région tres polymorphe dans sa partie carboxy-terminale. En effet, dans le groupe II,
I’analyse des séquences en acides aminés montre la présence dans cette région d’une part, de
deux délétions (de 5 et 1 acides amines) et d'autre part, de nombreuses modifications. Afin
d’étudier le role de la région C-terminale de la protéine GRA6 du groupe Il dans la différence
de migration électrophorétique, une protéine recombinante —-HA9 dans laquelle la partie C-
terminale de la souche RH (groupe I) a été remplacée par celle de la souche Prugniaud (groupe
11) a été réalisée (figure 29).

De la méme maniére que pour GRAS, une stratégie de mutagenése a également été
réalisée pour étudier I'influence des substitutions en acides aminés dans la protéine GRAG.
Dans cette stratégie, seule la séquence du motif (DGGGND) de la souche RH (groupe 1) a €té
remplacée par la séquence codant pour le motif (GGGGND) de la souche Prugniaud (groupe
I1). La réaction de mutagenese dirigée a €té vérifiée par séquengage. La construction obtenue a
éte appelée n2. GRA6HA9-RH dans le vecteur KS (+) (figure 29).

B) Expression par le toxoplasme

Les constructions GRASHA9 (GRASHA9-RH, GRASHA9-Prugniaud, 1. GRASHA9-
RH, p4. GRASHA9-RH, p5.GRASHA9-RH et u3.GRASHA9-Prugniaud) ont ensuite été
transfectées de fagon transitoire dans la souche RH (groupe 1), puis I’expression des protéines -
HA9 a été détectée par immunoblot.

Par contre, des problémes de détection se sont posés dans I’analyse des protéines
GRA6HAY9 exprimées transitoirement. Ceci nous a amenés a exploiter un systeme de
transfection stable permettant un enrichissement des toxoplasmes ayant intégré le gene
d’intérét. Le systeme de sélection basé€ sur ['auxotrophie des toxoplasmes pour les purines a été
utilisé. La construction plasmidique d’intérét (GRA6HA9-RH, GRA6-RH/Cterm-Prugniaud-
HA9-Prugniaud et u2. GRA6HA9-RH) et le vecteur de sélection pmini-HXGPRT (Roos et al.,
1994) ont ¢€té co-transfectés dans une souche toxoplasmique déficiente en HXGPRT
(hypoxanthine-xanthine-guanine phosphoryltransférase) (Pfefferkorn et Borotz, 1994 ; Donald
et al., 1996). La déficience de la souche HXGPRT" a été utilisée pour sélectionner les clones
ayant intégré de fagcon stable, le gene de sélection HXGPRT A Tissue de cette sélection,
I’expression des protéines recombinantes a €té analysée en comparaison avec les tachyzoites
exprimant la protéine endogene (GRAS ou GRA6HA9-RH et Prugniaud) fusionnée avec
I’épitape HA9 a I’aide d’un sérum de lapin dirigé contre cet épitope.



n. GRA5 5 UT GRAS ORF GRA6-RH 3"UT GRA42
r) ATG Stop

- Construction GRA6HA9-RH/KS(+)

EcoRI Nhel  EcoRI BamH1

Mutageneése :

n2 : Instauration d’un résidu glycine impliqué dans le motif (GGGGND) de la souche
Prugniaud dans le motif (DGGGND) de la souche RH.
Cterm : remplacement de la région C-terminale de la souche RH par celle de la souche

Prugniaud.
v
m. GRA5 5 UT GRAS ORF GRA6-RH 3’ UT GR42
r) ATG Stop
- : ' Construction p2.GRA6HA9-RH/KS(+)
EcoRI BamH1
GGGGND
om. GRA5 5 UT GRAS ORF GRA6-RH 3" UT GRA2
r) ATG Stop
t + Construction GRA6HA9- Cterm.Prugniaud/KS(+)
EcoRl BamIH1

C-term Prugniaud

Figure 29 : Stratégie d’obtention des constructions GRA6-RH dans le vecteur KS(+) par
mutagenése.

UT : région transcrite et non traduite ; ORF : Open Reading Frame (cadre de lecture ouvert) ;
Prom. : promoteur.
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Dans le cas de I'étude de I’expression des protéines GRASHAO, toutes les
constructions (GRASHA9-RH, GRA5SHA9-Prugniaud, pl1.GRASHA9-RH, pn4. GRASHA9-
RH, u5.GRASHA9-RH et u3.GRASHAO9-Prugniaud) exprimées de fagon transitoire par le
toxoplasme ont été détectées par immunoblot (figure 30). De la méme maniere qu’un
polymorphisme de taille a été observé lors de la migration électrophorétique entre les protéines
endogénes des souches des groupes I et II, une variation de la taille des protéines GRASHA9-
RH et GRASHA9-Prugniaud a été observée sur gel d’acrylamide. En effet, la protéine
GRASHA9-Prugniaud a un poids moléculaire plus élevé que celui de la protéine GRASHAO-
RH. Ce résultat confirme donc I’observation précédemment décrite lors de P’analyse de la

protéine GRAS endogéne exprimée par différentes souches de toxoplasmes (figure 18).

Alors que dans le cas de la protéine p3.GRASHA9-Prugniaud, deux acides aminés type
-1 ont été créés, celle-ci présentait une migration électrophorétique similaire a celle de la
‘protéine GRASHA9-RH (groupe I). A I'inverse, ’expression de la protéine p1.GRASHA9-
RH, c’est-a-dire de la protéine possédant deux acides aminés type 1I, a été détectée a un po.ds
moléculaire semblable a celui de la protéine GRASHA9-Prugniaud (groupe II). De plus,
I’expression des protéines GRASHA9-RH ne contenant qu’un acide aminé modifié
 (u4.GRASHA9-RH et 15.GRASHA9-RH) a également été observée a une taille plus élevée
que la protéine GRASHA9-RH. Cependant, ces protéines recombinantes ne semblaient pas
présenter une migration é€lectrophorétique similaire a celle de la protéine GRASHAO9-
Prugniaud.

Dans le cas de I’étude de ’expression des protéines GRA6HA9, bien que toutes les
constructions (GRA6HA9-RH, GRA6HA9-Prugniaud, u2.GRA6HA9-RH et GRA6-
RH/Cterm-Prugniaud-HA9-Prugniaud) aient été transfectées de maniére stable dans les
toxoplasmes, seule I’expression des constructions GRA6HA9-RH, u2.GRA6HA9-RH et
GRA6-RH/Cterm-Prugniaud-HA9-Prugniaud a pu étre détectée (figure 31). Jusqu’a présent,
les différents systémes d’expression employés ne nous ont pas permis de réaliser une étude
compléte. Cependant, I’analyse de la taille des produits exprimés nous a fourni quelques
indications. En effet, la protéine recombinante contenant la région C-terminale de la protéine
GRAG6-Prugniaud a €té détectée a une taille plus élevée que celle de la protéine GRA6HA9-
RH. Par contre, I’expression de la protéine u2. GRA6HA9-RH, c’est-a-dire de la protéine ou
un acide aspartique (D, dans la séquence RH du groupe I) a été modifié en glycine (G, dans le
groupe II) en position 184 n’a pas révélé de différence de migration par rapport & la protéine
GRA6HA9-RH. -

L’ensemble de ces résultats indique que la composition en acides aminés semble
influencer la migration électrophorétique de la protéine GRAS. Dans le cas de la protéine
GRAG, la région C-terminale, trés polymorphe entre les trois groupes de souches, semble
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Figure 30 : Analyse par immunoblot de I'expression transitoire de différentes constructions
GRASHASY.

Les lysats de 5.107 tachyzoites issus de la transfection transitoire de la souche RH par les
différentes constructions plasmidiques GRASHA9 ont été séparés par électrophorese sur gel de
polyacrylamide puis transférés sur des membranes de nitrocellulose. La membrane a été incubée
avec le sérum de lapin anti-HA9 dilué au 10000°™e,

Les signaux ont été révélés par chimioluminescence aprés incubation de la membrane avec un
sérum de chévre anti-IgG de lapin dilué au 10000™, couplé a la péroxydase.
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Figure 31 : Analyse par immunoblot de I'expression stable GRA6HA9-RH, n2.GRAG6HA9-
RH et GRAGHA9-RH/Cterm-Prugniaud dans Ia souche RH.

Les lysats de 5.107 tachyzoites issus de la transfection transitoire de la souche RH par les
différentes constructions plasmidiques GRA6HA9 ont été séparés par électrophorese sur gel de
polyacrylamide puis transférés sur des membranes de nitrocellulose. La membrane a été incubée
avec le sérum de lapin anti-HA9 dilué au 10000

Les signaux ont été révélés par chimioluminescence apres incubation de la membrane avec un
sérum de chévre anti-IgG de lapin dilué au 10000°™, couplé a la péroxydase.
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GRA6HAS-RH.

L’ensemble de ces résultats indique que la composition en acides aminés semble
responsable de la différence de taille observée. Les variations de taille des protéines GRAS et
GRA6 dépendraient donc d’un changement conformationnel et/ou de I’état chargé des
protéines.
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II - Utilisation de la génétique inverse pour I’étude des
protéines GRA

Les progres réalisés en matiére de manipulation génétique de 7. gondii, notamment
I’émergence de techniques de transfection et de transformation stable, ont permis d'appliquer
avec succes l'utilisation de marqueurs de résistance a des drogues (Kim ef al., 1993; Donald
and Roos, 1993). Le développement de ces techniques rendait possible l'acces direct a la
fonction des protéines par double recombinaison homologue. La recombinaison homologue
correspond a la manipulation génétique la plus simple permettant I’échange du gene d’intérét
par des séquences d’ ADN exogeéne. C’est cette stratégie d’invalidation de géne que nous avons
engagée pour I’étude du role des protéines GRAS et GRA6.

Afin d’induire cet événement de double recombinaison homologue au locus du géne
d’intérét, un appariement parfait est nécessaire entre les régions 5’ et 3’ flanquantes du gene
d’intérét et celles de I’ADN exogene (figure 32). L’isolement des parasites recombinants est
possible griace a une sélection des parasites présentant le double événement de recombinaison
homologue. Les systémes de sélection employés le plus souvent sont basés sur la propriété de
résistance a un antibiotique apporté par ’ADN exogeéne.

Une premiére partie de notre travail avait donc pour objectif de construire des
plasmides contenant un géne de sélection encadré des régions 5’ et 3 flanquantes des génes
GRA5 et GRAG6 suffisamment grandes pour induire un événement de double recombinaison
homologue dans leur locus. La fréquence de recombinaison homologue étant faible chez T.
gondii (Donald and Roos, 1994), différentes approches (grandes régions flanquantes, piége
a promoteur, double sélection) ont été employées. La mise au point d’un systéme de
sélection optimal a ainsi permis d’obtenir un mutant déficient pour la protéine GRAS. Enfin, au

cours de la seconde partie de notre travail, le phénotype de ce mutant déficient GRAS  a été

étudié in vitro et in vivo en comparaison avec le phénotype de la souche parentale et de la
souche complémentée, toutes deux exprimant la protéine GRAS.

1) Détermination du nombre de copies des génes

L’invalidation de géne peut se faire en une seule étape si le géne codant pour la
protéine étudiée est présent en simple copie dans le génome. Bien que le génome de 7. gondii
soit haploide, le nombre de copies des génes GRAS et GRA6 a tout d’abord été recherché par
dot blot. Les études de southern blot réalisées sur I’ADN génomique suggéraient que ces genes
sont présents en simple copie (Lecordier et al.,i993, 1995). L’ADN génomique de la souche
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Figure 32 : Représentation schématique du double événement de recombinaison
homologue induit par un vecteur plasmidique dit de remplacement.

La recombinaison homologue conduit a I’échange de fragments d’ADN entre des doubles brins
possédant des séquences identiques. L’homologie entre les séquences d’ADN génomique et
d’ADN plasmidique permet un remplacement du géne d’intérét par un marqueur de sélection, le
géne CAT. Ce marqueur de sélection confére aux toxoplasmes ayant intégré de maniere stable ce
gene, un phénotype résistant au chloramphénicol.

UT : région transcrite et non traduite ; ORF : cadre de lecture ouvert ; Prom. : promoteur.
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RH a été purifié et sa concentration a €té estimée. Des quantités croissantes de cet ADN
génomique ainsi qu’un nombre connu de copies de vecteurs plasmidiques (LG7EcoRI/pUC19
pour le géne GRAS, G1Pstl/pUCIL8 pour le géne GRA6 et le clone génomique P43.15 pour le
gene SAG3) ont été déposés sur une membrane de nylon. Ces vecteurs plasmidiques ont été
choisis car ils ne contiennent qu’une copie du géne GRAS5, GRA6 ou SAG3 respectivement.
Les membranes de nylon ont ensuite été hybridées a l'aide de sondes spécifiques correspondant
a la séquence codante du géne GRAS5, GRA6 ou SAG3 marquées au [*°P]. Le géne SAG3 a été
utilisé comme contrdle puisque des études précedentes avaient montré que ce gene est présent
en simple copie dans le génome des toxoplasmes (Cesbron-Delauw er al., 1994). Le signal
révélé par la sonde SAG3 confirme la nature simple copie de ce géne. De la méme fagon, le
signal obtenu avec les sondes GRAS et GRA6 pour ’ADN génomique de 7. gondii a été
comparé a celui engendré par une gamme de dilution des plasmides correspondants. La
comparaison des signaux a permis de confirmer que les génes GRAS5 et GRA6 sont présents en
simple copie dans le génome du toxoplasme (figure 33).

2) Constructions et stratégies

Contrairement aux kineplastides chez lesquels l'intégration d'un ADN exogene se
produit spontanément par recombinaison homologue (Eid, and Sollner-Webb, 1991 ; Cruz ef
al., 1991), aucune évidence de recombinaison homologue n'a été observée chez 7. gondii. Afin
de sélectionner les parasites ayant intégré ’ADN exogene de fagon stable au locus du gene
d'intérét, différentes approches ont été envisagées.

A) Sélection positive

La premiére approche envisagée est celle de la sélection positive. Le principe de cette
sélection est basé sur la propriété de résistance a une drogue apportée par I’ADN exogene. Le
marqueur de sélection issu du géne d’E. Coli codant pour la chloramphénicol acétyl transférase
(CAT) a déja été employé avec succes chez 7. gondii (Kim et al., 1993). L'intégration du gene
CAT dans le génome du toxoplasme confere aux parasites, un phénotype résistant au
chloramphénicol. Par contre, les toxoplasmes n’ayant pas intégré le géne C4AT de fagon stable
dans leur génome, sont éliminés sous ’effet du chloramphénicol aprés une quinzaine de jours
de sélection. Cet antibiotique n’a pas un effet immédiat et bloque progressivement la synthese
des protéines. Toutes les approches que nous avons utilisées au cours de cette étude exploitent
la propriété de résistance au chloramphénicol conférée par la chloramphénicol acétyl
transférase.
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Figure 33 : Recherche du nombre de copies des génes GRA5 et GRA6 dans le génome des
tachyzoites de la souche RH par dot blot.

Différentes concentrations d’ADN génomique et de vecteurs plasmidiques ont été déposées puis
fixées sur membranes de nylon. Les membranes ont été hybridées avec des sondes nucléotidiques
correspondant au cadre de lecture ouvert des génes GRAS, GRA6 et SAG3, marquées au [*?P]. Le
nombre de copies des génes GRAS, GRA6 et SAG3 a été déterminé en comparant les signaux avec
ceux obtenus avec la gamme d’ADN plasmidique.
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a) Stratégie des grandes régions flanquantes

Dans le but d’obtenir un mutant déficient pour ’expression des protéines GRAS ou
GRASG, I’ ADN exogene introduit dans les parasites doit présenter une homologie suffisamment
importante. avec les séquences génomiques correspondantes pour induire un événement de
double recombinaison homologue au locus du géne GRAS5 ou GRAG6. Les régions 5 et 3’
génomiques des génes GRAS et GRA6 ont donc été clonées de fagon & encadrer le cadre de
lecture ouvert du gene de sélection bactérien CAT (constructions 5'GRAS/CAT/3'SAG1/GRAS
dans le vecteur SK(+) et S’GRA6/CAT/3’GRA6 dans le vecteur pUC18). Ces plasmides
contiennent le géne CAT encadré de 2,1 kb en 5° et 1,8 kb en 3’, dans le cas de
5'GRAS/CAT/3'SAG1/GRAS dans le vecteur SK(+) et de 0,71 kb en 5° et 1,95 kb en 3°, dans
le cas de S’GRAG6/CAT/3’GRAG dans le vecteur pUC18 (figures 35 et 37).

a.1) Construction GRAS

La construction GRAS a été réalisée aprés le clonage de la régioﬁ 5' environnante puis
de la région 3' environnante dans le vecteur contenant le géne de sélection bactérien CAT
(vecteur SAG1/2CAT, Soldati and Boothroyd, 1993). Les régions non codantes ont été
amplifiées par PCR a partir du clone génomique GRAS (L7HindIII dans le vecteur KS(+),
Lecordier et al., non publié) disponible dans le laboratoire. Le fragment 5' non codant a été
amplifié a l'aide des oligonucléotides P21.1 et T3 (section 1.3.1 Matériels et Méthodes)
amplifiant en 5' le polylinker du vecteur KS(+) contenant le site de restriction HindlIl et créant
en 3°, au niveau de I'ATG, un site Nsil (figure 34, 1°*étape). La taille du fragment amplifié a
été vérifiée sur un gel d'agarose. Ces fragments ont ensuite été digérés par les enzymes Hindlll
et Nsil puis clonés en amont du géne CAT dans le vecteur SAG1/2CAT préalablement digéré
par ces mémes enzymes. Cette construction intermédiaire dans laquelle le cadre de lecture du
gene GRAS a été remplacé par celui du géne CAT a été appelée 5’GRAS/CAT/3’SAG1 dans le
vecteur SK(+). La région 3' non codante a également été obtenue par amplification, a partir du
clone génomique L7HindIIl, a l'aide des oligonucléotides P21.5 et T7 (section 1.3.1 Matériels
et Méthodes) créant en 5') le site BamHI au niveau du codon stop et amplifiant en 3', le
polylinker du vecteur contenant le site BamHI (figure 34, 2"°étape). Aprés vérification de la
taille de ce fragment sur un gel d'agarose, celui-ci a été digéré par ’enzyme de restriction
BamHI avant d'étre cloné dans le vecteur contenant la région 5' environnante
(5’GRAS/CAT/3’SAG1) préalablement digéré par BamHI. Le vecteur ainsi obtenu a €té
baptisé S’GRAS/CAT/3'SAG1/GRAS dans le vecteur SK(+) (figure 35).
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Figure 34 : Stratégie de clonage de grandes régions flanquantes du géne GRAS5 par PCR
dans le vecteur de sélection SAGI1/2CAT : construction du plasmide
5’GRAS/CAT/3’SAG1/3’GRAS dans le vecteur SK(+).

UT : région transcrite et non traduite ; ORF : cadre de lecture ouvert ; Prom. : promoteur.
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Figure 35 : Construction S'GRAS/CAT/3'SAG1/3'GRAS dans le vecteur SK(+) (7870 pb).

La région 5' environnante puis la région 3' environnante du gene GRAS5 digérée par les enzymes
Nsil et Hindlll ou par BamH1 et Hindlll respectivement ont été clonées dans le vecteur
SAG1/2CAT, contenant le gene de sélection bactérien CA7, préalablement digéré par ces méme
enzymes.

Amp® : géne de résistance a I'ampicilline ; LacZ : géne codant pour la 3-D-galactosidase ; ORI :
origine de réplication bactérienne ; f1(+) : origine de réplication du phage filamenteux f1.
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a.2) Construction GRA6

La construction GRA6 a été réalisée par une stratégie dite de "PCR reverse". Elle
permet, en une seule étape, le remplacement du cadre de lecture du gene GRA6 par la
séquence codant pour le géne CA7, dans le clone génomique GRAS6 contenu dans le vecteur
pUC18 (G1Pstl dans le vecteur pUC18, Lecordier et al,, 1995) (figure 36). Les amorces
oligonucléotidiques (P32.1 et P32.8, section [.3.1 Matériels et Méthodes) ont €té choisies de
fagon a générer au niveau de I'ATG de GRAG6, un site enzymatique Nsil et au niveau de son
codon stop, un site Pacl. La PCR a été réalisée en utilisant comme matrice, le vecteur
G1PstI/pUC18 et 'ADN polymérase Deep Vent, (exo’) (New England Biolabs) qui permet
I’amplification de longs fragments d’ADN. Le fragment amplifié contient donc la région 5°
flanquante du géne GRAG, la totalité du plasmide pUC18 puis la région 3’ flanquante du géne
GRA6. La taille du fragment engendré, d’une longueur de 5 kb, a été vérifiée sur un gel
d'agarose. Ce fragment amplifié a alors été digéré par les enzymes Nsil et Pacl permettant le
clonage du cadre de lecture du géne CAT préalablement excisé a partir du plasmide
SAG1/2CAT (Soldati and Boothroyd, 1993) griace a ces mémes enzymes. La construction
obtenue a été nommée 5’ GRA6/CAT/3’GRAG dans le vecteur pUC18 (figure 37).

a.3) Recherche des clones recombinants

Afin de sélectionner les parasites n'exprimant plus les protéines GRAS et GRASG, les
constructions précédemment réalisées (S'GRAS/CAT/3'SAG1/GRAS dans le vecteur SK(+) ;
5’GRA6/CAT/3’GRAG6 dans le vecteur pUC18) ont été transfectées par électroporation dans
des tachyzoites de la souche RH. Les plasmides ont été introduits dans les toxoplasmes sous
forme linéaire (10, 50 ou 100 ug) et sous forme circulaire (50 pg). Apres deux jours de
culture des toxoplasmes sur des cellules fibroblastiques, la pression de sélection a été appliquée
par addition de chloramphénicol a la culture. Cette pression a été maintenue pendant 10 a 12
jours de culture in vitro ce qui permet aux parasites résistants a cette drogue de se multiplier
pendant deux a trois cycles. Aprés 10 a 12 jours de culture, la population des parasites
résistant au chloramphénicol est individualisée par dilution limite en plaque de 96 puits. Les
parasites contenus dans les puits ou une seule plage de lyse a été observée, c’est-a-dire
provenant d’un seul individu, ont ensuite été amplifiés. Le criblage des parasites recombinants
clonés a été réalisé¢ par immunoblot a ’aide d’anticorps dirigés contre les protéines GRAS ou
GRAG. Bien que tous les clones testés (une cinquantaine dans le cas de GRA6 et plus de 150
dans le cas de GRAS) étaient résistants au chloramphénicol et avaient donc probablement
intégré le gene CAT dans leur génome, aucun d’entre eux n’était déficient pour I"expression de
GRAS ou GRAG (figure 38).
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Figure 36 : Stratégie de clonage de grandes régions flanquantes du géne GRA6 par "PCR
reverse' dans le vecteur pUC18 : construction du plasmide S°’GRA6/CAT/3’GRA6 dans le
vecteur pUC18.

UT : région transcrite et non traduite ; ORF : cadre de lecture ouvert ; Prom. : promoteur.
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Figure 37 : Construction S'GRA6/CAT/3'GRAG6 dans le vecteur pUC18 (5940 pb).

La séquence codante du gene CAT digérée par les enzymes Nsil et Pacl a été clonée en
remplacement du cadre de lecture du géne GRA6 dans le clone génomique GRAG6 contenu dans
le vecteur pUC18. La région 5° flanquante du géne GRAG, la totalité du plasmide pUC18 et la
région 3’ flanquante du géne GRA6 ont été obtenue par amplification PCR.

AmpR® : géne de résistance a I'ampicilline ; Lac Z' : géne codant pour la B-D-galactosidase ;
Lacl : gene codant pour la protéine répresseur de 1'opéron lac.
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Figure 38 : Recherche de clones parasitaires déficients pour I’expression des protéines GRAS
ou GRA6 par immunoblet, a la suite d’une sélection dite " positive'.

2.107 tachyzoites de la souche RH ont été transfectés par les constructions plasmidiques
5'GRAS/CAT/3'SAG1/GRAS dans le vecteur SK(+) (A) ou 5’GRA6/CAT/3’GRAG6 dans le vecteur
pUCI18 (B). Apres une dizaine de jours de sélection en présence de chloramphénicol, les
toxoplasmes ont été€ clonés en plaques de 96 puits.

Un lysat de 5.10° tachyzoites provenant de chaque clone ainsi qu’un lysat de 5.10° tachyzoites de la
souche sauvage RH ont été séparés par électrophorése sur gel d'acrylamide puis transférés sur une
membrane de nitrocellulose. La membrane a été incubée soit avec les anticorps monoclonaux TG
17-113 anti-GRAS, dilué au 5000 et TG 05-54 anti-SAG1 dilué au 30000°™¢, soit avec I'anticorps
polyclonal anti-GRA6 dirigé contre la partie N-terminale, dilué au 1000°"° et I'anticorps
monoclonal TG 05-54 anti-SAG1, dilué au 30000°™, La membrane a ensuite été incubée avec
l'anticorps de chévre anti-IgG de souris couplé a la péroxydase, dilué 7500°™¢ et le signal a été
révélé par chimioluminescence.
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Cependant, afin de vérifier l'expression du produit du gene CAT responsable de la
survie des toxoplasmes en présence de la drogue, l'activité enzymatique de conversion du
chloramphénicol a €té testée par "CAT assay" (figure 39). Une activité enzymatique a €té
détectée dans plus de 90 % des clones étudiés.

Cette premiere série de transfections a permis de montrer efficacité du systeme de
sélection par le chloramphénicol mais n’a pas permis d’isoler des mutants déficients pour les
protéines GRAS ou GRA6. Les parasites s€lectionnés exprimaient tous les protéines GRAS ou
GRAG6 et avaient donc préférentiellement intégré le géne CAT de fagon aléatoire dans leur
génome. Ceci confirme que le phénomeéne de recombinaison homologue est un événement rare
chez 7. gondii. Ces résultats suggéraient deux hypothéses : premierement, que les protéines
GRAS et GRA6 sont vitales pour le toxoplasme. Dans ce cas, le double événement de
recombinaison homologue, s’il se produit, engendre des parasites non viables. Alternativement,
dans le cas ou ces protéines ne sont pas vitales a la survie de 7. gondii, nous nous heurtions a
un probléme d’enrichissement spécifique de la population parasitaire ayant subi I’événement de
double recombinaison homologue.

Dans ce cadre, la poursuite de nos travaux s’est donc orientée vers ’utilisation d’autres
stratégies visant a augmenter ’efficacité de sélection des parasites ayant intégré le géne CAT
au locus GRA. Dans cette partie du travail, nous nous sommes essentiellement concentrees sur
’obtention d’un mutant déficient pour la protéine GRAS. Une seconde approche, dite du
"piege a promoteur"”, a alors été engagée.

b) Stratégie du "piége A promoteur"

Cette stratégie employée avec succés chez les mammiféres (Schwartzberg et al., 1989),
utilise une construction dans laquelle le géne de sélection placé en phase de lecture avec le
géne a muter est dépourvu du promoteur. L'absence de promoteur dans ces constructions
n'autorise l'expression du géne bactérien CAT que dans le cas d'une insertion de ce gene en aval
d’une région promotrice. Cette stratégie a pour but de limiter la sélection de transformants

ayant intégré le marqueur de sélection de fagon aléatoire.

Un plasmide qui contient la région 5’ non traduite minimale du géne GRAS5 (c¢’est-a-dire
ne possédant plus d’activité promotrice), le cadre de lecture du géne bactérien CAT et la
grande région 3’ flanquante de GRAS (1,8 kb) a été construit. Des études précédemment
réalisées dans le laboratoire avaient permis d’identifier les éléments promoteurs de
transcription des génes GRA (Mercier et al., 1996). Ces études ont ainsi pu définir la région
promotrice minimale des génes GRAI, GRA2, GRAS et GRA6. Dans le cas du gene GRAS,

[activité promotrice minimale est détectée dans une région située a environ 50 pb du début du
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Figure 39 : Analyse de l'activité CAT dans des clones de toxoplasmes a l'issue de la
sélection positive au chloramphénicol.

L'activité CAT a €té exprimée en pourcentage de conversion du chloramphénicol par rapport au
chloramphénicol ['*C], utilisé lors du marquage, fixé arbitrairement a 100 % (controle positif).
Le graphe représente l'activité CAT des clones parasitaires mesurée apres la sélection positive
en présence de chloramphénicol. La souche parentale RH a été utilisée comme contréle négatif.
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site de démarrage de la transcription. Une construction qui ne contient qu’une région de 100
pb correspondant a la région 5’ non traduite du géne GRAJS a donc été réalisée. Cette région 5’
non traduite a été obtenue par amplification PCR a partir du clone génomique GRAS contenu
dans le vecteur KS(+) (L7HindIII dans le vecteur KS(+), Lecordier et a/., non publié) (figure
40). Les oligonucléotides utilisés pour amplifier cette région (P21.3 et P21.1, section 1.3.1
Matériels et Méthodes) ont été choisis de fagon a créer en S°, un site de restriction Hindll et
en 3’, au niveau de ’ATG, le site Nsil. La taille du fragment amplifié a été visualisée sur un gel
d’acrylamide. L’insert a été digéré par les enzymes HindlIll et Nsil puis cloné dans le vecteur
5’GRAS/CAT/3’SAG1/3’GRAS préalablement digéré par ces méme enzymes et libéré de sa
grande région 5’ flanquante. Cette construction a été nommée P/CAT/3’SAG1/3’GRAS dans
le vecteur SK(+). 100 ug de I'ADN plasmidique de cette construction P~
/CAT/3’SAG1/3’GRAS ont alors été linéarisés par Sacl et transfectés dans des tachyzoites de
la souche RH.

Les conditions de sélection utilisées étaient similaires a celles décrites précédemment.
Apres une dizaine de jours de sélection en présence de chloramphénicol, les parasites ont été
individualisés dans des plaques de 96 puits. Les clones parasitaires (une cinquantaine environ)
ont été¢ amplifiés sur un nouveau tapis de cellules puis analysés par immunoblot. Les
immunoblots ont été révélés par deux anticorps monoclonaux : ’'un dirigé contre la protéine
GRAS, P'autre contre la protéine de surface SAGL. Alors que I'expression de la protéine SAG1
(prise comme référence interne) a été détectée dans tous les clones parasitaires et dans la
souche sauvage RH, |'expression de GRAS a été observée dans tous les clones avec cependant

pour certains clones, environ 20 % d’entre eux, une expression plus faible (figure 41).

L’apparition de ces clones résistants au chloramphénicol indique que le produit du géne
CAT est bien exprimé chez ces parasites. Le géne CAT s’est probablement inséré dans le
génome des toxoplasmes en amont de régions promotrices. Cependant, la persistance de
expression de la protéine GRAS ne met pas en évidence un quelconque enrichissement de la
population recombinante. Il semblerait néanmoins que dans certains cas, l'intégration du géne
CAT se soit produite dans I’environnement génomique de GRAS, perturbant ainsi I’expression
de la protéine GRAS native puisque 20 % des clones présentaient une expression plus faible.
Ces résultats indiqueraient que les séquences de la région 3' flanquante du géne GRAS, d’une
longueur de 1,8 kb, permettent de cibler I’ADN plasmidique dans une région du génome
proche du géne GRAS5.

La fréquence de recombinaison augmentant lorsque les deux partenaires présentent une
homologie de séquence relativement importante, nous avons donc repris une stratégie
employant de grandes régions environnantes. Cependant, dans l'optique d'améliorer la sélection

des parasites recombinants, nous avons utilisé un systéme de "contre-sélection” ou de double
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Figure 40 : Stratégie de clonage du "piége a promoteur' : construction du plasmide
P-GRAS/CAT/3’SAG1/3’GRAS dans le vecteur SK(+).

P : absence du promoteur ; Prom. : promoteur ; UT : région transcrite et non traduite ; ORF :

cadre de lecture ouvert.
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Figure 41 : Recherche des clones déficients pour I'expression de la protéine GRAS par
immunoblot, a la suite d'une stratégie du piége a promoteur (sélection positive en présence de
chloramphénicol) :

Un lysat de 5.10° tachyzoites issus de la transfection stable de la souche RH par les plasmides P-
GRAS/CAT/3'SAG1/3'GRAS dans le vecteur SK(+) a été séparé par électrophorése sur un gel
d'acrylamide puis transféré sur une membrane de nitrocellulose. La membrane a été incubée avec
les anticorps monoclonaux TG 17-113 anti-GRAS5 dilué au 5000°™ et TG 05-54 anti-SAG1 dilué au
30000°™° puis avec l'anticorps de chévre anti-IgG de souris couplé a la péroxydase dilué au 7500°™,
Le signal a été révélé par chimioluminescence.
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sélection positive/négative.

B) Stratégie de la double sélection

La stratégie de sélection positive-négative permet, par un systeme de contre-sélection,
un enrichissement tres efficace des cellules ayant subi un événement de recombinaison (Zimmer
etal., 1994 ; Donald and Roos, 1998). La construction plasmidique doit étre réalisée de fagon
a contenir d’une part, les séquences ADN 5 et 3’ du gene d’intérét encadrant le géne de
sélection positive et d’autre part, en amont, le géne de sélection négative. Dans le cas d’un
¢vénement de recombinaison homologue, le géne de sélection négative n’est pas intégré dans le
génome. Lors de 'intégration au hasard de la construction dans le génome cellulaire, le géne
de sélection négative est maintenu et les cellules peuvent étre éliminées par ’application de la
sélection négative (figure 42).

Le gene CAT a été utilisé comme marqueur de sélection positive. Le systeme de
sélection "négative" est basé sur la résistance des parasites sauvages a la 6-thioxanthine.
L’absence du geéne HXGPRT codant pour l'enzyme hypoxanthine-xanthine-guanine
phosphoribosy! transférase (HXGPRT), phénotype Thx®, confére aux toxoplasmes HXGPRT,
une résistance a la 6-thioxanthine. Par contre, I'intégration du géne HXGPRT dans le génome
des toxoplasmes HXGPRT" génére des parasites sensibles a la 6-thioxanthine, phénotype Thx®
(Introduction, section I1I-4.B.1).

Les transfections ont nécessité I'emploi d'une souche parasitaire particuliére dépourvue
du gene HXGPRT, la souche HXGPRT" (Roos et al., 1994). Cette souche est dérivée de la
souche RH américaine appartenant au groupe I. Dans le but d’induire un événement de
recombinaison homologue au locus du géne GRAS, I’appariement entre les séquences d’ADN
exogene et génomique doit étre parfait. L’étude du polymorphisme des génes GRAS et GRA6
réalisée au cours de la premiere partie de ce travail montre I’existence de substitutions de leur
composition en bases. L’existence de substitutions n’est pas exclue entre les séquences des
régions environnantes du géne GRA5 de I’ADN génomique de la souche HXGPRT et celles
des plasmides construits a partir de la souche RH européenne. Cependant, linfluence
éventuelle de ces substitutions dans [’appariement entre les régions S’ et 3’ flanquantes de la
construction plasmidique (sur la base RH européenne) et celles de 'ADN de la souche
HXGPRT" (RH américaine) est peu probable.
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a la suite d'une sélection positive/négative.

Prom. : promoteur ; UT : région transcrite et non traduite ; ORF : cadre de lecture ouvert.
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a) Construction GRAS/CAT/HXGPRT

La construction plasmidique réalisée contient d’une part, les séquences ADN 5 et 3’
flanquantes du géne GRAS encadrant le géne de sélection positive CAT et d’autre part, en aval
de ces séquences, le géne HXGPRT. L’insert 5’GRAS/CAT/3’SAG1/3’GRAS a été excisé par
I'enzyme Hindlll a partir du vecteur 5’GRAS/CAT/3’SAG1/3’GRAS dans le vecteur SK(+)
précédemment réalisé. Cet insert HindllI-Hindlll a été cloné dans le vecteur
pmin/HXGPRT/KS(+) préalablement digéré HindlIl. La construction résultante a été appelée
5’GRAS/CAT/3’SAG1/3’GRAS/ HXGPRT dans le vecteur KS(+) (figure 43).

b) Recherche des clones recombinants

Des parasites HXGPRT ont été transfectés en utilisant la construction plasmidique
(5'GRAS/CAT/3'SAG1/3’GRAS/HXGPRT). Les toxoplasmes ont été d’abord soumis & une
sélection positive en présence de chloramphénicol. L’action du chloramphénicol n’étant pas
immédiate, une dizaine de jours de sélection en présence de cette drogue a été nécessaire pour
enrichir les parasites exprimant de fagon stable la chloramphénicol acétyl transférase. Apres dix
jours de sélection, la sélection "négative" basée sur la sensibilité a la 6-thioxanthine a été
réalisée. Les parasites ayant survécu a cette double sélection (c’est-a-dire de phénotypes
chloramphénicol résistant et 6-thioxanthine résistant) ont été individualisés en plaques de 96
puits. Les clones ont ensuite été amplifiés pour obtenir suffisamment d’extraits parasitaires
pour |’analyse par immunoblot. Une quinzaine de clones a été obtenue et étudiée. L’ expression
des protéines GRAS et SAGI y a été recherchée dans chaque clone par immunoblot (figure
44). Tous les clones analysés exprimaient la protéine SAGL. IIs contenaient donc suffisamment
de matériel protéique détectable par la technique utilisée de révélation par
immunochimioluminescence. De fagon intéressante, parmi les quatérze clones analysés, douze
n’exprimaient plus la protéine GRAS, ceci en comparaison avec la souche sauvage HXGPRT .
Cette stratégie de double sélection a donc permis d’obtenir avec succes des clones déficients
pour I’expression de la protéine GRAS. De plus, cette double sélection a permis un bon
enrichissement des toxoplasmes recombinants en comparaison avec la sélection positive
précédemment utilisée puisque plus de 85 % des clones testés n’exprimaieni plus la protéine
GRAS. L’existence de tels mutants ne permet plus d’envisager le role essentiel de la protéine
GRAS dans la survie des parasites. Deux clones ont été arbitrairement sélectionnés pour les
analyses ultérieures. Il s’agit des clones 1 et 4. Ces clones ont alors été maintenus sur des
cellules fibroblastiques en culture in vitro.
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Figure 43 : Stratégie de clonage en vue d'une sélection positive/négative : construction
5'"GRAS/CAT/3'SAG1/3'GRAS dans le vecteur pmini/HXGPRT/KS (+).

AmpR : géne de résistance a 1'ampicilline ; LacZ : géne codant pour la B-D-galactosidase ; ORI :
origine de réplication bactérienne ; f1(+) : origine de réplication du phage filamenteux f1 ;
Prom. : promoteur, UT : région transcrite et non traduite, ORF : cadre de lecture ouvert.
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Figure 44 : Recherche des clones déficients pour l'expression de la protéine GRAS par
immunoblot a la suite d'une stratégie du systéme de double sélection '"positive-négative"
exploitant le systtme HXGPRT (sélection positive en présence de chloramphénicol puis
négative en présence de 6-Thioxanthine).

Un lysat de 5.10° tachyzoites issus de la transfection stable de la souche HXGPRT" par le plasmide
5'GRA5/CAT/3'SAG1/3'GRAS/HXGPRT dans le vecteur SK(+) a été séparé par électrophorése sur
un gel d'acrylamide puis transféré sur une membrane de nitrocellulose. La membrane a été incubée
avec les anticorps monoclonaux TG 17-113 anti-GRAS dilué au 5000°™ et TG 05-54 anti-SAG1
dilué au 30000°™ puis avec I'anticorps de chévre anti-IgG de souris couplé a la péroxydase dilué au
7500%¢, Le signal a été révélé par chimioluminescence.

Les fléches signalent les clones pour lesquels la protéine GRAS n'a pas été détectée.
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¢) Restauration de P’expression de GRAS par complémentation
p p p

Afin de restaurer le phénotype sauvage dans les clones 1 et 4 et donc de vérifier que
le phénotype éventuel observé pour les mutants nuls serait dii a I’absence du géne GRAJ, les
mutants GRAS™ ont été complémentés par transfection étable a 'aide du plasmide contenant le
cadre de lecture ouvert du géne GRA5 (LG7EcoRI dans le vecteur pUC19, Lecordier ef al,,
1993). La sélection des clones complémentés, c’est-a-dire exprimant la protéine GRAS, a été
réalisée en utilisant le systéme de sélection basé sur la résistance a la phléomycine apportée par
le marqueur ble de sélection positive (Messina ef al., 1995). La phléomycine est un antibiotique
agissant sur des parasites extracellulaires appartient a la famille de la bléomycine. Ces drogues
s’intercalent dans I’ADN et sont responsables d’une inhibition de la croissance. Cette stratégie
a été utilisée avec succeés pour I’obtention d’un mutant déficient pour I’expression de la
protéine GRA2 (Mercier et al., 1998b). Le génotype et le phénotype des clones complémentés
ainsi que ceux d'autres souches de 7. gondii a été résumé dans le tableau 8.

Dans le but de restaurer l’expression de la protéine GRAS, la construction
plasmidique contenant le géne GRAS (LG7EcoRI dans le vecteur pUC19, Lecordier et al.,
1993) et le vecteur TUBS/Ble (Soldati et al., 1995) contenant le géne de sélection ble ont été
co-transfectés dans les mutants GRAS", clones 1 et 4. Apres deux jours de culture sur des
cellules HFF, les toxoplasmes ont été séparés des cellules et incubés en présence de
phléomycine. Cette sélection a été répétée a deux reprises avant de cloner les parasites
résistants a la phléomycine. L’expression de la protéine GRAS dans les clones parasitaires issus
de cette sélection a été analysée par immunoblot a I’aide d’anticorps spécifiques dirigés d’une
part, contre la protéine GRAS et d’autre part, contre I’actine (contrdle interne). Les clones 1 et
4 GRAS™ complémentés pour I’expression de la protéine GRAS ont ainsi été appelés : clone
1/GS et clone 4/F2 respectivement (figure 45).

Afin de s’assurer que ’événement de recombinaison homologue a bien remplacé le
cadre de lecture du géne GRAS par le géne CAT, I’analyse de I’environnement génomique des
mutants GRAS", clones 1 et 4 a été entreprise par southern blot. Jusqu’a présent, I’analyse des
southern blots n’a pas été effectuée dans de bonnes conditions et aucun résultat n’a pu étre
obtenu. Cependant, sans ces résultats, nous ne pouvons pas attribuer un génotype AGRAS aux
clones 1 et 4 déficients pour la protéine GRAS. Dans ce contexte, la préparation des ADN
génomiques des clones GRAS™ ainsi que ceux des clones complémentés et de la souche
sauvage HXGPRT" est en cours de réalisation. Dans le but d’accéder a la fonction de la

protéine GRAS, nous nous sommes alors intéressées a I’étude du phénotype de ces mutants.



génotype phénotype
Snarhic CAT | HXGPRT s IChloramphénicol |6-Thioxanthine | Bléomycine
(Cm) (6-TX) (ble)
Souche RH - G - Sensible (Cm’) | Sensible (6-TX') | Scusible (ble)
Souche HXGPRT" - - - Sensible (Cm’) |Résistant (6-TX )| Sensible (ble")

Clones GRAS + - - Résistant (Cm') |Résistant (6-TX")| Sensible (ble")

lones GRAS s - -
c ones' G ) = - =+ Résistant (C_mR) Sensible (6-TX") | Résistant (bleR)
complémentés

Tableau 8 : Résumé du génotype et du phénotype de différentes souches de 7. gondii .
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Figure 45 : Analyse par immunoblot de D’expression de la protéine GRAS aprés
complémentation des clones 1 et 4 GRAS".

5.107 tachyzoites des clones 1 et 4 GRAS5" ont été co-transfectés par la construction plasmidique
G7EcoRI dans le vecteur pUC19 et le vecteur de sélection TUBS/Ble. Les parasites résistants a
la phléomycine ont été clonés puis 1’expression de la protéine GRAS dans ces clones a été
analysée par immunoblot. Un lysat de 5.10° tachyzoites des clones 1 et 4 complémentés ainsi
qu’un lysat de 5.10° tachyzoites de la souche sauvage HXGPRT:- et des clones 1 et 4 GRA5™ ont
été séparés par électrophorese sur gel de polyacrylamide puis transférés sur des membranes de
nitrocellulose. Les membranes ont été incubées avec 1’anticorps monoclonal TG 17-113 anti-
GRAS dilué au 5000°™ ainsi qu'un sérum de lapin anti-actine dilué au 20000°™. Les signaux ont
été révélés par chimioluminescence aprés incubation des membranes avec un sérum de chévre
anti-IgG de souris dilué 20000°™ et avec un sérum de chévre anti-IgG de lapin dilué 20000°™°,
tous deux couplés a la péroxydase.
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3) Caractérisation du mutant nul GRAYS

A) Ultrastructure de la vacuole parasitophore

Afin d’aborder le role de la protéine GRAS5 dans la maturation et le maintien de la
vacuole parasitophore, 1’analyse de la vacuole, apres Iinfection de cellules fibroblastiques par
les souches GRAS" et son complémenté, a été réalisée en microscopie électronique. Cette étude
n’a pas révélé de modifications structurales de la vacuole entre le mutant déficient et son
complémenté. Aprés infection, les parasites ont, en effet, été détectés dans la cellule-héte, a
I’intérieur de la vacuole. Cette observation indique que la protéine GRAS n’interviendrait donc
pas dans la stabilité de cette structure.

B) Virulence chez la souris

L’étude de la virulence dépend de caractéres multiples, tels que la taille de
P’inoculum, la voie d’infection, I’espéce infectée... Cependant, la souris est un bon modele
d’étude de la virulence. En effet, les souris sont trés sensibles a 'infection par 7. gondii. La
virulence des souches de toxoplasmes chez la souris a permis de distinguer deux phénotypes
(virulent et non virulent), basés sur I’habileté des parasites a tuer la souris aprés une
inoculation de tachyzoites par voie intrapériton€ale. Ainsi, I'infection intrapérotonéale de
souris par un seul tachyzoite d’une souche virulente telle que la souche RH (ou dérivée de RH,
comme la souche HXGPRT") entraine la mort de I’animal dans les 6 a 10 jours suivant
I'inoculation. Par contre, les souris infectées par des souches non virulentes survivent a la
phase aigué. En conséquence, I'infection des souris par une souche virulente, ne permet ni
I’enkystement des toxoplasmes dans les différents tissus, ni l’établissement de la phase
chronique.

Afin de rechercher la participation de la protéine GRAS dans la virulence de la
souche RH, un lot d’une trentaine de souris a ét¢ infecté par voie intrapéritonéale avec 20
tachyzoites. L’inoculation de tachyzoites de la souche sauvage HXGPRT" a provoqué la mort
de 23 souris sur 28 (pourcentage de survie de 17,8 %). De méme, 22 souris sur les 29
(pourcentage de survie de 24,1 %) inoculées avec la souche du clone 4 complémenté, clone
4/F2, sont mortes. Par contre, 16 sur les 30 souris (pourcentage de survie de 53,3 %),
inoculées avec la souche GRAS clone 4 étaient toujours vivantes 35 jours apres I’inoculation
(tableau 9).
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Souches de T. gondii HXGPRT clone 4 GRAS clone 4 complémenté
Morts/Total 23/28 14/30 22/29
% de survie 17,8 % 53,3 % 24,1 %

Tableau 9 : Etude de la virulence du clone 4 déficient pour I’expression de la protéine
GRAS chez la souris.

Afin de vérifier que les souris survivantes avaient été infectées par des tachyzoites,
la sérologie anti-toxoplasmique a été testée (résultats non montrés). Comme attendu, les 5 et 7
souris survivant a l’inoculation avec les tachyzoites HXGPRT et GRAS  complémenté
respectivement avaient une sérologie négative pour la toxoplasmose. Mais bien que le
pourcentage de survie soit plus élevé, les souris ayant survécu & I'inoculation avec des
tachyzoites du clone 4 GRAS™ n’étaient pas infectées puisque leur sérologie était également
négative pour la toxoplasmose. Ces résultats indiquent donc que 'absence de la protéine
GRAS n’influence pas la virulence des tachyzoites chez la souris.

C) Croissance in vitro

Afin d’analyser si I’absence de la protéine GRAS a un effet sur le taux de
croissance, la prolifération des toxoplasmes a été étudiée dans les clones 1 et 4 GRAS™ en
comparaison avec leur complémenté et la souche HXGPRT . Le taux croissance des mutants
GRAS" a été évalué par comptage des parasites aprés 6 heures (ce qui correspond au temps de
doublement du parasite) et 24 heures de multiplication intracellulaire. 5.10 (test de croissance
de 6 heures) ou 5.10* (test de croissance de 24 heures) parasites ont été déposés sur un tapis
de cellules HFF ("Human Foreskin Fibroblast") confluent. Apres 2 heures et 4 heures
d’invasion respectivement, les toxoplasmes qui n’avaient pas envahi les cellules ont été
éliminées. Les parasites ont alors été incubés a 37°C pendant 4 ou 20 heures respectivement
puis ils ont été fixés et colorés au Giemsa. Le nombre de parasites par vacuole a alors été
dénombré.

Les comptages obtenus suggérent que les deux clones déficients pour I’expression
de la protéine GRAS (clones 1 et 4) présentent une croissance similaire dans des cellules
fibroblastiques. De plus, aucune différence de croissance n’a été observée entre les clones 1 et
4, GRAS’ et leur corriplémenté respectif (clone 1/G5 et clone 4/F2) (figure 46). Une croissance
plus lente a été observée chez des tachyzoites de la souche sauvage HXGPRT'. Seul le
phénotype "chloramphénicol sensible" la distingue des autres tachyzoites testés (tableau 8),
suggérant !implication éventuelle de la chloramphénicol acétyl transférase dans le
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Figure 46 : Test de croissance de tachyzoites intracellulaires apreés 6 et 24 heures de culture
in vitro.

Les tachyzoites déficients pour l'expression de la protéine GRAS (clones 1 et 4) ainsi que leur
complémentés ont été dénombrés apres 6 et 24 heures de culture in vitro. Le test de croissance
représente le pourcentage du nombre de parasites par vacuole parasitophore. La souche parentale
HXGPRT- a été utilisée comme contrdle positif.
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développement intracellulaire des parasites. Cependant, des tests de croissance avec des
tachyzoites de la souche HXGPRT" de phénotype "chloramphénicol résistant" n’ont pas encore
eté réalisés et ne nous permettent donc pas de valider cette hypothese. Ces résultats sont le
reflet d’une croissance exponentielle des toxoplasmes GRAS™ similaire a celle observée chez
des tachyzoites exprimant la protéine GRAS endogéne (clones complémentés).

Ces premiers résultats indiquent que les clones 1 et 4 GRAS™ sont viables et qu’ils
sont a la fois capables d’envahir des cellules-hGtes et de s’y multiplier normalement. L’absence
de la protéine GRAS ne semble donc pas perturber la croissance in vitro des toxoplasmes.

Jusqu’a présent, I’absence de résultats probants concernant {’analyse du génotype
des clones 1 et 4 GRAS™ par southern blot ne nous a pas permis de vérifier I’identité de ces
deux clones. Cependant, [’ensemble des résultats menés sur la virulence et la croissance in
vitro des clones 1 et 4 suggére que ces deux clones présentent un comportement similaire. De
plus, la caractérisation ultérieure du phénotype de ce mutant nul a été réalisée avec les deux
clones. Cependant, dans la mesure ou les résultats obtenus étaient identiques pour les deux
clones, seuls les résultats concernant le clone 4 ont été présentés dans ce mémoire.

D) Comportement des autres protéines GRA

Afin d’aborder le role de la protéine GRAS et plus précisément sa participation dans les
interactions protéines-protéines avec les autres protéines GRA, le comportement des protéines
de granules denses GRA1, GRA2, GRA3, GRA4, GRAS et GRAG a été analysé a la fois dans
les parasites extracellulaires et & I’intérieur de la vacuole parasitophore du clone 4 GRAS™ en
comparaison avec la souche sauvage HXGPRT etla souche complémenté (clone 4/F2).

a) Expression des protéines GRA

Afin de rechercher si [’absence de la protéine GRAS perturbe la synthése des autres
protéines GRA, I’expression de ces protéines a été analysée par immunoblot dans le clone 4
GRAS’ en comparaison avec la souche sauvage et le clone 4 complémenté (clone 4/GRAS/F2).
Les membranes ont été révélées a 1’aide d’anticorps spécifiques dirigés contre les protéines
GRAI, GRA2, GRA3, GRA4 et GRAG. Ces protéines ont été détectées dans les trois souches
parasitaires. De plus, aucune différence de taille n’a été observée entre les protéines GRA
exprimées dans le clone 4 GRAS™ et son complémenté (figure 47). Ces résultats indiquent que
les protéines GRA sont exprimées dans le mutant GRAS5 et que ’absence de la protéine GRAS
ne perturbe pas la conformation de ces protéines.
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Figure 47 : Analyse par immunoblot de Pexpression des protéines GRA dans le clone 4
déficient pour la protéine GRAS.

Un lysat de 5.10° tachyzoites de la souche GRA5 clone 4 ainsi qu’un lysat de 5.10° tachyzoites
de la souche sauvage HXGPRT" et de la souche complémentée (clone 4/F2) ont été séparés par
électrophorése sur gel de polyacrylamide puis transférés sur des membranes de nitrocellulose.
Les membranes ont été incubées, soit avec 1'anticorps monoclonal TG 05-54 anti-SAGI1 dilué au
10000%™e, soit avec l'anticorps monoclonal TG 17-43 anti-GRAI1 dilué au 20000°™¢, soit avec
Panticorps monoclonal TG 17-179 anti-GRA2 dilué au 20000°™¢, soit avec I’anticorps
monoclonal Tg2H11 anti-GRA3 dilué au 10000°™¢, soit avec ’anticorps monoclonal 4G1-AH11
anti-GRA4 dilué au 20000°™¢, soit avec I’anticorps monoclonal TG 17-113 anti-GRAS dilué au
5000%me | soit avec le sérum de souris anti-GRA6 recombinante dilué au 10000°™e,

Toutes les membranes ont également été incubées avec le sérum de lapin anti-actine dilué au
20000, Les signaux ont €té révélés par chimioluminescence aprés incubation des membranes
avec un sérum de chévre anti-IgG de souris dilué au 20.000°™ ou avec un sérum de chévre anti-
IgG de lapin dilué au 20.000°™, tous deux couplés a la péroxydase.
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b) Solubilité des protéines GRA dans les gfanules denses

Le comportement soluble ou membranaire des protéines GRA a I’intérieur des granules
denses du mutant GRAS5™ (clone 4 GRAS’) en comparaison avec la souche parentale HXGPRT
et la souche complémentée (clone 4/F2) a tout d’abord été analysé apres traitement des
parasites extracellulaires par le Triton X-114. Les fractions aqueuse ("A"), détergent ("D") et
insoluble ("I") ont été analysées par immunoblot a I’aide d’anticorps spécifiques dirigés contre
les différentes protéines GRA (GRA1, GRA2, GRA3, GRA4, GRAS et GRAO6) et contre la
protéine de surface SAG1. Au cours de cette étude, La protéine de granules denses GRA1 qui
est une protéine soluble (Sibley ef al., 1995) et la protéine membranaire de surface SAG1
(Burg et al, 1988) ont été utilisées comme des contréles du comportement soluble et
membranaire des protéines respectivement : la protéine GRA1 est donc détectée uniquement
dans la phase aqueuse alors que la protéine SAGl est associée uniquement & la phase
détergent, ceci pour les trois souches parasitaires analysées (souche HXGPRT" ; clone 4
GRAS5"; clone 4/F2). Les contrdles ont montré 1’efficacité de I’extraction (figure 48).

La distribution des protéines GRA2, GRA3, GRA4 et GRAG6 est similaire dans chacun
des extraits parasitaires. Ces résultats confortent ceux précédemment mis en évidence : GRA2,
GRA3 et GRAG6 sont détectées a la-fois dans la phase aqueuse et dans la phase détergent

(Mercier ef al., 1998a ; Labruyere-Dadaglio et al., sous presse ; Mercier and Sibley, non

publiés) alors que la protéine GRA4 est insolubilisée par le traitement au triton X-114
(Labruyére-Dadaglio e al., sous presse). De plus, la distribution de la protéine GRAS dans les
extraits parasitaires de la souche HXGPRT et du clone 4 complémenté (clone 4/F2), associée
a la phase détergent, confirme les résultats précédemment décrits pour la protéine GRAS

(Lecordier et al., 1999).

L’ensemble de ces résultats indique que I’absence de GRAS n’interfére probablement
pas sur le stockage des autres protéines GRA dans les granules denses du mutant GRAS™. Dans
le parasite sauvage, ces protéines semblent présentes dans ‘les~ granules denses sous deux
formes, une forme soluble et une forme agrégée qui résulte d’interactions hydrophobes établies
entre les différentes protéines. ‘

c) Distribution des protéines GRA dans la vacuole parasitophore

Dans un second temps, le comportement soluble et/ou membranaire des protéines GRA
apres leur sécrétion dans la vacuole parasitophore, a été analysé par fractionnement cellulaire
des parasites intracellulaires. Le fractionnement des extraits cellulaires du clone 4 GRA5™ a été

comparé a ceux obtenus pour la souche sauvage HXGPRT et le clone 4 complémenté (clone
4/F2).
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Figure 48 : Analyse par immunoblot de la distribution des protéines GRA exprimées dans
des tachyzoites extracellulaires du clone 4 GRAS" traités par le triton X-114,

5.10 tachyzoites provenant du clone 4 GRA5 et 5.10¢ tachyzoites du clone 4 complémenté et
de la souche sauvage HXGPRT" ont été traités par le triton X-114. Les fractions insolubles (I),
détergent (D) et aqueuse (A) issues du traitement ont été séparées par électrophorése sur gel de
polyacrylamide puis transférées sur des membranes de nitrocellulose. Les membranes ont été
incubées, soit avec l'anticorps monoclonal TG 05-54 anti-SAG1 dilué au 10000 ®™, soit avec
l'anticorps monoclonal TG 17-43 anti-GRA1 diluée au 20000°"°, soit avec I’anticorps
monoclonal TG 17-179 anti-GRA2 dilué au 20000°™¢, soit avec ’anticorps monoclonal Tg2H11
anti-GRA3 dilué au 10000°™¢ | soit avec I’anticorps monoclonal 4G1-AH11 anti-GRA4 dilué au
20000%™¢ , soit avec I’anticorps monoclonal TG 17-113 anti-GRAS dilué au 5000°™, soit avec le
sérum de souris anti-GRA6 recombinante dilué au 1000%™,

Les signaux ont été révélés par chimioluminescence aprés incubation des membranes avec un
sérum de chévre anti-IgG de souris dilué 20.000° et couplé a la péroxydase.
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Le contenu vacuolaire (soluble et membranaire) a été séparé des parasites
intracellulaires et des débris de la cellule-hdte par seringage puis centrifugation basse vitesse.
Le matériel vacuolaire présent dans le surnageant de centrifugation a alors €té soumis a une
ultracentrifugation de fagon a séparer la fraction soluble ("S") de la fraction membranaire
("P"). Ces fractions ont été analysées par immunoblot a 1’aide d’anticorps spécifiquement
dirigés contre les différentes protéines. Les protéines GRA1 et SAG1 ont été utilisees comme
des controles du comportement soluble et membranaire des protéines, respectivement. La
détection de la protéine de surface SAG1 uniquement dans la fraction membranaire et de la
protéine GRA1 uniquement dans la fraction soluble ceci dans les trois souches analysées
(souche HXGPRT" ; clone 4 GRAS ; clone 4/F2) a montré |’efficacité du fractionnement
(figure 49). '

L’analyse du comportement soluble et/ou membranaire des protéines GRA a révélé
pour les protéines GRA2, GRA3, GRA4 et GRAG, une distribution similaire dans chacune des
souches étudiées. Les protéines GRA2, GRA3 et GRAG6 ont été détectées majoritairement dans
la fraction membranaire de la vacuole alors que la protéine GRA4 a été détectée dans les deux
fractions. Ces résultats sont en accord avec ceux précédemment obtenus, mettant en évidence
I’association de la protéine GRA4 avec les membranes du réseau tubulaire intravacuolaire par
I'intermédiaire d’interactions fortes de type protéine-protéine alors que les protéines GRAZ2 et
GRAG sont stabilisées dans les membranes de ce réseau par des interactions hydrophobiques
(Labruyére-Dadaglio et al., sous presse). De plus, comme attendu la protéine GRAS a été
détectée uniquement dans la fraction membranaire de la souche HXGPRT et du clone 4
complémenté (clone 4/F2) (Lecordier et al., 1999).

L’ensemble de ces résultats montre que I’absence de la protéine GRAS ne perturbe pas
la synthese des autres protéines GRA. De plus, leur comportement n’est pas modifié : ces
protéines sont toujours sécrétées, apres l’invasion de la cellule-hote, dans la vacuole
parasitophore ou elles s’associent majoritairement a la fraction membranaire.
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Figure 49 : Analyse par immunoblot de la distribution des protéines GRA aprés
fractionnement du contenu vacuolaire.

Les fractions membranaire (P) et soluble (S) vacuolaires obtenues par fractionnement cellulaire
de cellules infectées d'une nuit par le clone 4 GRAS", le clone 4 complémenté ainsi que la
souche sauvage HXGPRT- ont été séparées par électrophorese puis transférées sur des
membranes de nitrocellulose. Les membranes ont été incubées soit avec l'anticorps monoclonal
TG 05-54 anti-SAG1 dilué au 10000°™, soit avec l'anticorps monoclonal TG 17-43 anti-GRA1
diluée au 20000°™¢, soit avec I’anticorps monoclonal TG 17-179 anti-GRA2 dilué au 20000,
soit avec I’anticorps monoclonal Tg2H11 anti-GRA3 dilué au 10000°™°, soit avec 1’anticorps
monoclonal 4G1-AH11 anti-GRA4 dilué au 20000°™, soit avec ’anticorps monoclonal TG 17-
113 anti-GRAS dilué au 5000°™ | soit avec le sérum de souris anti-GRA6 recombinante dilué au
10008me.

Les signaux ont été révélés par chimioluminescence aprés incubation des membranes avec un
sérum de chévre anti-IgG de souris dilué 20.000°™ couplé a la péroxydase.
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IIl - Contribution a I’étude du ciblage différentiel des
protéines GRAS et GRA6 dans la vacuole parasitophore

L'invasion de T. gondii dans la cellule-hdte s’accompagne de I’exocytose régulée des
protéines contenues dans les organites de sécrétion. Parmi ces protéines, celles qui sont
stockées dans les granules denses sous forme soluble et agrégée vont étre sécrétées sous forme
soluble dans la vacuole parasitophore (Lecordier et al., 1999 ; Cesbron-Delauw et al., non
publié) et ciblées différentiellement vers les membranes de la vacuole. On distingue ainsi trois
classes de protéines. A l'exception de la protéine GRA1 qui reste soluble dans la matrice de la
vacuole, certaines protéines s'associent étroitement aux membranes de la vacuole parasitophore
(GRA3, GRAS et GRA7), d'autres avec les membranes du réseau tubulaire (GRA2,
GRA4 et GRAG).

Les mécanismes de I’exocytose et de ciblage différentiel de ces protéines de granules
denses au sein de la vacuole sont encore inconnus. Alors que les travaux réalisés ces derniéres
années ont permis de définir la structure moléculaire de ces protéines (pour revue Cesbron-
Delauw, 1994), ils ne permettent pas d’accéder a leur fonction biologique. Dans le cadre de
I’étude des mécanismes d’insertion membranaire post-sécrétoire des protéines GRA dans la
vacuole parasitophore, notre objectif était d’identifier le (ou les) domaine(s) protéique(s)
impliqués dans le ciblage membranaire différentiel des protéines de granules denses au sein de
la vacuole parasitophore, en étudiant le comportement de protéines chiméres GRAS/GRASG.
Les protéines GRAS et GRA6 ont en effet été choisies comme modéles d’étude car bien que
présentant 24 % d’homologies structurales (deux domaines hydrophobes encadrés de régions
hydrophiles) (figure 50), elles présentent un tropisme membranaire différentiel au sein de la
vacuole parasitophore. De plus, une particularité de la sécrétion de ces protéines, est liée a
’accumulation transitoire, quelques minutes aprés l’invasion, de la protéine GRAG6, tout
comme la protéine GRA2 (Mercier ef al., 1998a) au niveau du pdle postérieur du parasite.
Apres leur sécrétion, la protéine GRAS est associée a la membrane délimitante de la vacuole
(Lecordier et al., 1999) alors que la protéine GRAG6 est associée avec les membranes du réseau
intravacuolaire (Lecordier ez al., 1995 ; Labruyére-Dadaglio ef al., sous presse) (figure 51).

Comme nous ne disposions pas de mutants déficients pour ’expression des protéines
GRAS ou GRAG6 lorsque ce travail a débuté, un marqueur épitopique HAY9 issu de
’hémaglutinine du virus de Pinfluenza (Wilson et al., 1984) a tout d’abord été fusionné a
Pextrémité C-terminale des séquences codantes de GRAS5 (Lecordier et al., 1999) et GRA6
respectivement, afin de visualiser spécifiquement les protéines de fusion a ’aide d’un sérum de
lapin commercial. Des études réalisées dans le laboratoire avaient en effet montré I'utilité de
cette approche pour I’étude du trafic intravacuolaire et de la topologie de la protéine GRAS.
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Figure 50 : Profil d'hydrophobicité des protéines GRAS et GRA6.

Les quatre motifs communs (A, B, C et D) entre les protéines GRAS et GRA6 ont été signalés
sur les graphes d'hydrophobicité. Leur séquence en acides aminés ainsi que leur position ont €té
détaillées dans le tableau.
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Figure 51 : Immunomarquage des protéines GRAS et GRA6 endogénes, a I'aide des
anticorps monoclonaux anti-GRAS et anti-GRAG6 respectivement.

L'immunomarquage des protéines endogénes GRAS et GRAG6 a été réalisé sur des tachyzoites
intracellulaires de la souche sauvage RH, 10 minutes aprés l'invasion dans la cellule-hote. Les
protéines ont été révélées soit a l'aide de 1'anticorps monoclonal TG 17-113 anti-GRAS5 dilué au
500%™ soit avec le sérum de souris anti-GRA6 recombinante dilué au 100™. Les signaux ont
¢t¢ détectés aprés incubation avec le sérum de chévre anti-IgG de souris couplé au FITC dilué au
500°™¢, La protéine GRAS est associée a la membrane de la vacuole parasitophore, par contre, le
marquage de la protéine GRA6 montre une accumulation du signal de fluorescence au niveau du
pole postérieur du parasite
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L’addition du marqueur en C-terminal ne perturbe pas le trafic de GRAS puisque GRASHAO,
exprimé de fagon stable chez les toxoplasmes, est stockée dans les granules denses sous forme
soluble et agrégée puis sécrétée sous forme soluble dans la vacuole ou elle va s’associer par
son domaine transmembranaire central avec la membrane délimitante de la vacuole (Lecordier
et al., 1999). Différentes constructions chiméres de GRAS/GRAG6 ont ensuite été réalisées a
partir de GRASHA9 et de GRAG6HA9 construites sur la base des séquences des génes GRAS
et GRA6 de la souche RH, en échangeant leurs domaines hydrophiles N- et C-terminaux
respectifs. Ces constructions chimériques ont été exprimées de facon stable chez des
tachyzoites de la souche RH afin d’analyser le role de chaque domaine de GRAS et de GRA6
dans I’association de ces protéines avec les différentes membranes de la vacuole (réseau ou
membrane délimitante).

1) Réalisation des constructions chimériques -HA9

Notre objectif au cours de ce travail, était d’étudier implication éventuelle de la
région transmembranaire de la protéine GRAS dans son association avec la membrane
délimitante de la vacuole parasitophore. Dans ce but, trois constructions chimériques
contenant la région transmembranaire de GRAS encadrée soit des régions N- et C-terminales
de GRAG, soit de la région N- ou C-terminale de GRA6 ont été réalisées. Ces constructions
ont été obtenues a partir du plasmide GRASHA9 et sont résumées dans la figure 52. Toutes
ces constructions possédent en fusion avec leur extrémité C-terminale le marqueur épitopique
HA®9. De plus, elles contiennent toutes le promoteur du géne GRAS, la région 5' non traduite
du géne GRAS5 (5’ UT GRAS) et la région 3' non traduite du gene GRA2 (3> UT GRA2).
Enfin, elles contiennent toutes le domaine transmembranaire central de GRAS flanqué :

- soit des deux domaines hydrophiles N- et C-terminaux de la protéine GRAG6 :

construction N6T5C6-HA9 (figure 53),

- soit du domaine N-terminal de GRAG6 : construction N6T5C5-HA9 (figure 54),

- soit du domaine C-terminal de GRAG6 : construction NST5C6-HAO (figure 55),

("N" pour région N-terminale , "T" pour région transmembranaire et "C" pour région C-
terminale),

Les séquences d’ADN codant pour les domaines d’intérét de la protéine GRA6 ont été
amplifiées par PCR a partir de la matrice plasmidique G1Pstl/pUC18 (Lecordier ef al., 1995).
Les oligonucléotides utilisés ont été choisis pour créer les sites BstEIl (en 5°, au niveau de
I’ATG et en 3°, entre le N-terminal et la transmembrane) et les sites Nhel (en 5°, entre la
transmembrane et le C-terminal et en 3°, au niveau du stop) aux extrémités des fragments N-
et C-terminaux de GRA6 respectivement (section Matériels et Méthodes 1.5). La taille des
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Figure 52 : Résumé des constructions recombinantes -HA9 dans le vecteur KS(+).

Prom. : promoteur ; UT : région transcrite et non traduite ; aa : acides aminés ; TM : région
transmembranaire ; N: région N-terminale ; C : région C-terminale.
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Figure 53 : Stratégie de clonage de la construction N6TSC6-HA9 dans le vecteur KS(+).

Prom. : promoteur ; UT : région transcrite et non traduite ; TM : région transmembranaire.
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Figure 54 : Stratégie de clonage de la construction N6TSCS-HA9 dans le vecteur KS(+).

Prom. : promoteur ; UT : région transcrite et non traduite ; TM : région transmembranaire.
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Figure S5 : Stratégie de clonage de la construction NSTSC6-HA9 dans le vecteur KS(+).

Prom. : promoteur ; UT : région transcrite et non traduite ; TM : région transmembranaire.
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fragments amplifiés a été vérifiée sur gel d’agarose. Les fragments PCR N et C-terminaux ont
ensuite été clonés dans les vecteurs GRASHAY présentant les méme sites de clonage (figures
53, 54, 55, 1°"étape). Les sites de restriction BstEIl et Nhel utilisés pour le clonage des
fragments PCR ont modifié les séquences en acides aminés au niveau des jonctions, entre la
région N-terminale GRAG et la transmembrane GRAG6 et entre la transmembrane GRAS et la
région C-terminale de GRAG6. Afin de restaurer ces jonctions, c¢’est-a-dire afin d’éliminer les
acides aminés crées par les sites de restriction entre les différents domaines des protéines
GRAS ou GRAG6, une mutagenése a été réalisée a partir des constructions chimériques (figure
53, 54, 55, 2"°étape). Les réactions de mutagenése ont été effectuées a laide des
oligonucléotides répertoriés dans la section 1.5 de la partie Matériels et Méthodes. La
restauration des jonctions a été vérifiée par séquengage automatique des constructions
N6TSCS-HA9, N6T5C6-HA9 et NSTSC6-HAS.

Ces constructions ont été transfectées de fagon stable chez le toxoplasme et I’analyse
du comportement (soluble ou membranaire) de ces protéines chimériques dans les granules
denses et dans la vacuole parasitophore, a été entrepris au cours de la troisiéme partie de notre
travail. L’analyse des protéines chimériques -HA9 a été réalisée en comparaison avec celle des
protéines GRASHA9 et GRA6HA9 exprimées de fagon stable par les toxoplasmes.

2) Obtention de lignées stables de toxoplasmes

Afin d’obtenir des clones de toxoplasmes exprimant de fagon stable les protéines -
HAJ9, la construction plasmidique correspondante et le vecteur de sélection pmini-HXGPRT
(Roos et al., 1994) ont été co-transfectés dans des toxoplasmes de la souche HXGPRT"
(Pfefferkorn et Borotz, 1994 ; Donald ef al., 1996). La déficience de cette souche (dérivée de
la souche RH) pour I'expression de l'enzyme HXGPRT a été utilisée pour sélectionner les
clones ayant intégré de fagon stable dans leur génome, le géne de sélectton HXGPRT
(Introduction section II1.4.B). Les parasites issus de cette sélection positive ont été clonés et
I'expression de la protéine de fusion d’intérét a été détectée par immunoblot a partir d’extraits
parasitaires. Plusieurs clones parasitaires exprimant chacune des protéines de fusion ont été
obtenus a I’issue de la sélection. Cependant, comme tous les clones analysés présentaient un
comportement similaire, un seul d’entre eux a été représenté dans ce mémoire. La présence de
ce marqueur épitopique en fusion avec |’extrémité C-terminale des protéines a permis de
distinguer par immunoblot les protéines recombinantes de leur homologue endogéne (GRAS et
GRAG). En effet, ces protéines (GRASHA9 ; GRA6HAY ; N6T5CS5-HA9 ; N6T5C6-HAO et
NS5TSC6-HA9) ont été mises en évidence spécifiquement a 1’aide d’un sérum de lapin dirigé
contre |'épitope HA9. Alors que les protéines GRAS et GRA6 endogénes migrent a une taille
apparente de 21 kDa et 32 kDa respectivement, les protéines GRASHA9 et GRA6HAO ont éte
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détectées a un poids moléculaire apparent plus élevé avec 22 kDa et 34 kDa respectivement.
Dans le cas des chiméres, d’une maniére surprenante, deux d’entre elles (N6TSC6-HA9 et
N6TS5C5-HA9) présentaient une migration électrophorétique similaire a celle de GRASHA9
avec un poids moléculaire apparent d’environ 34 kDa. La troisieme, NSTSC6-HA9 a été
détectée a un poids moléculaire apparent (22 kDa) similaire a celui observé pour GRASHA9
(figure 56).

Afin de rechercher si 'expression des protéines de fusion perturbe la synthése des
protéines GRAS et GRAG6 endogeénes, ’expression de ces protéines endogénes a été analysée
par immunoblot & ’aide des anticorps anti-GRAS et anti-GRA6 respectivement. Aucune
différence de taille n’a été observée entre ’expression de ces protéines GRA dans la souche
sauvage HXGPRT" et dans celles exprimant les protéines de fusion. De plus, la détection de la
protéine GRAS a I’aide d’un anticorps monoclonal dirigé contre la partie N-terminale de la
protéine (Charif et al., 1990 ; Lecordier et al., 1999) a permis ’observation de la protéine
endogéne ainsi que les protéines GRASHAS et NSTSC6-HA9. De la méme maniére,
I"utilisation d’un sérum de souris dirigé contre la protéine GRA6 a permis de détecter a la fois
la protéine endogéne ainsi que les protéines de fusion N6TSCS5-HA9 et N6TSC6-HA9. Ces
dernicres migrent avec un poids moléculaire respectif d’environ 34 kDa et 33 kDa légérement
supérieur a celut de la protéine endogéne (32 kDa). Ces résultats indiquent que les protéines
GRAS et GRAS6 sont exprimées dans les clones -HA9 et que la présence de I’épitope HA9 ne
perturbe pas la conformation de ces protéines.

3) Solubilité des protéines GRA dans les granules denses

Dans un second temps, le comportement soluble et/ou membranaire des protéines -
HAS dans les granules denses a été apprécié par ’analyse de leur solubilité a la suite d’un
traitement de parasites extracellulaires par le Triton X-114. Les fractions aqueuse ("A"),
détergent ("D") et insoluble ("I") issues de ce fractionnement ont été analysées par immunoblot
a 'aide d’anticorps spécifiques dirigés contre les différentes protéines GRA (GRA1, GRAS et
GRAG) et contre la protéine de surface SAGI1. Les protéines GRA1 et SAG1 ont été utilisées
comme des contrdles respectifs du comportement soluble et membranaire des protéines. En
effet, alors que la protéine GRA1 qui est une protéine soluble (Sibley ef al., 1995) est détectée
uniquement dans la phase aqueuse, la protéine membranaire de surface SAG1 (Burg ef al,,
1988) est observée uniquement dans la phase détergent, ceci dans toutes les souches
parasitaires examinées dans cette expérience (résultats non montrés).

L’analyse de la distribution des protéines recombinantes -HA9 a révélé que ces

protéines présentaient un profil de distribution similaire. En effet, elles ont toutes été détectées
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Figure 56 : Analyse par immunoblot de Pexpression des protéines recombinantes -HA9. Les
protéines sont exprimées de facon stable dans une population clonée de toxoplasmes, co-
transfectée par le plasmide codant pour la protéine recombinante -HA9 ainsi que par le
plasmide de sélection pminiHXGPRT.

Un lysat de 5.10° tachyzoites issus de la transfection stable de la souche HXGPRT par les
plasmides d’intéréts (-HA9) ainsi qu’un lysat de 5.10° tachyzoites de la souche sauvage HXGPRT-
ont été séparés par électrophorese sur gel de polyacrylamide puis transférés sur des membranes de
nitrocellulose. Les membranes ont été incubées, soit avec un sérum de lapin anti-HA11 dilué au
10000%™ (A), soit avec P’anticorps monoclonal TG 17-113 anti-GRAS5 dilué au 5000°™¢ (B), soit
avec le sérum de souris anti-GRA6 recombinante dilué au 1000 (C).

Les membranes ont également été incubées avec le sérum de lapin anti-actine dilué¢ au 10000°™¢.
Les signaux ont été révélés par chimioluminescence aprés incubation des membranes avec un
sérum de chévre anti-IgG de souris dilué au 20000°™ ou avec un sérum de chévre anti-IgG de lapin
dilué au 20000™, tous deux couplés a la péroxydase.



Résultats 86

majoritairement dans la phase détergent et en quantité plus faible dans la phase aqueuse de la
partition par le triton X-114, ce qui est un comportement similaire a celui observé pour les
protéines GRAS et GRA6 endogeénes (figure 57).

Les protéines -HA9, comme les protéines endogenes seraient donc contenues dans les
granules denses des toxoplasmes sous forme soluble et sous forme d’agrégats liés par des
interactions hydrophobiques.

4) Distribution des protéines de fusion dans la vacuole

Afin d’étudier si ces protéines -HA9 sont sécrétées dans la vacuole parasitophore apres
I'invasion de la cellule-hdte et quel est alors leur état (soluble versus membranaire), la
distribution soluble et/ou membranaire de GRASHA9, GRA6HAY9, N6T5C5-HA9, N6T5C6-
HA9 et NST5C6-HA9 a été analysée a la suite du fractionnement cellulaire de cellules HFF
infectées une nuit par ces différentes souches stables.

Le contenu vacuolaire a été purifié des parasites intracellulaires et des débris de la
cellule-hdte puis séparé par ultracentrifugation en fraction soluble ("S") et membranaire ("P").
Ces fractions ont été analysées par immunoblot a ’aide d’anticorps spécifiquement dirigés
contre les protéines -HA9, GRA1l, SAG1, GRAS et GRA6 (figure 58). La protéine de
granules denses GRA1l qui est une protéine soluble (Sibley er al., 1995) et la protéine
membranaire de surface SAG1 (Burg ef al., 1988) ont été utilisées respectivement comme des

controles du comportement soluble et membranaire des protéines (résultats non montrés).

La distribution des protéines de fusion HA9 (GRASHA9, GRA6HA9, N6TS5C5-HA9,
N6T5C6-HA9 et NSTSC6-HA9) a alors été analysée en utilisant un sérum de lapin qui
reconnait spécifiquement 1’épitope HA9. De la méme maniére que lors de la partition par le
triton X-114, a la suite du fractionnement cellulaire, toutes les protéines de fusion présentaient
un profil de répartition similaire. En effet, une proportion plus importante de ces protéines a
été détectée dans la fraction membranaire de la vacuole. Ces résultats montrent que les
protéines -HA9 sont sécrétées dans la vacuole apres I'invasion de la cellule-hdte ou elles sont

détectées a la fois sous forme soluble et membranaire.

De plus, la distribution des protéines GRAS et GRA6 endogénes n’est pas perturbée
par 'expression des protéines -HA9 puisqu’elles ont été détectées majoritairement dans la
fraction membranaire de la vacuole. Ces résultats sont en accord avec ceux précédemment
décris mettant en évidence |’association membranaire de ces protéines (Lecordier et al., 1995 ;
Labruyere-Dadaglio ef al., sous presse).
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Figure 57 : Analyse par immunoblot de la distribution des protéines recombinantes -HA9 et
GRA endogénes dans des tachyzoites traités par le triton X-114.

1.10% tachyzoites provenant d’une population clonée de toxoplasmes issus de la transfection stable
de la souche HXGPRT- par les plasmides d’intéréts (-HA9) et 1.10® tachyzoites de la souche
sauvage HXGPRT- ont été traités par le triton X-114. Les fractions insoluble (I), détergent (D) et
aqueuse (A) issues du traitement ont été séparées par électrophorése sur gel de polyacrylamide puis
transférées sur des membranes de nitrocellulose. Les membranes ont été incubées, soit avec un
sérum de lapin anti-HA11 diluée au 10.000°™, soit avec I’anticorps monoclonal TG 17-113 anti-
GRAS dilué au 5000 soit avec le sérum de souris anti-GRA6 recombinante dilué au 1000°™¢.

Les signaux ont été révélés par chimioluminescence apres incubation des membranes avec un
sérum de chévre anti-IgG de souris dilué 20.000°™ ou avec un le sérum de chévre anti-IgG de lapin
dilué 20.000°™¢, tous deux couplés a la péroxydase.
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Figure 58 : Analyse par immunoblot de la distribution des protéines recombinantes -HA9 et
des protéines GRA endogénes aprés fractionnement cellulaire du contenu vacuolaire.

Les fractions membranaire (P) et soluble (S) vacuolaires obtenues par fractionnement cellulaire de
cellules infectées d'une nuit par les souches recombinantes HA9 ou la souche sauvage HXGPRT-
ont été séparées par électrophorése puis transférées sur des membranes de nitrocellulose. Les
membranes ont été incubées soit avec un sérum de lapin anti-HA11 dilué au 100007, soit avec
Panticorps monoclonal TG 17.43 anti-GRA1 diluée au 20000°™¢, soit avec Ianticorps monoclonal
TG 17-113 anti-GRAS dilué au 5000, soit avec le sérum de souris anti-GRA6 recombinante
dilué au 1000%e,

Les signaux ont été révélés par chimioluminescence aprés incubation des membranes avec un
sérum de chévre anti-IgG de souris dilué au 20000°™ ou avec un le sérum de chévre anti-IgG de
lapin dilué au 20000°™¢, tous deux couplés a la péroxydase.
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A T’heure actuelle, bien que I’analyse de la locahsation des protéines -HA9 dans la
vacuole n’a pas permis de déterminer le tropisme membranaire de ces protéines pour des
raisons techniques. Par ailleurs, l’analyse du trafic intravaculaire de ces protéines
recombinantes a été étudiée par immunofluorescence. Des cellules fibroblastiques ont été
infectées pendant 2 minutes par des tachyzoites, exprimant de fagon stable les protéines -HA9,
puis incubées pendant 10 minutes. La sécrétion des protéines dans la vacuole parasitophore a
été analysée par immunofluorescence a I’aide du sérum de lapin anti-HA9, apres fixation des
cellules et perméabilisation sélective des membranes a la saponine (Carruthers and Sibley,
1997). La présence de I’épitope —HA9 a I’extrémité C-terminale des protéines ne perturbe pas
la sécrétion des protéines GRASHA9, GRA6HAY ainsi que les protéines recombinantes —HA9.
En effet, tout comme leur homologue endogene, alors qu’aucune accumulation du signal de
fluorescence n'a été observée pour la protéine GRASHAO9, la protéine GRA6HA9 transite au
niveau de la partie postérieure du parasite (figure 59). L’immunomarquage des protéines
chimériques, 10 minutes aprés I'invasion, n’a pas révélé d’accumulation du signal de
fluorescence pour les protéines NSTSC6-HA9 et N6TSCS5-HA9. Par contre, un marquage
similaire a celui obtenu pour la protéine GRA6 a été observé pour la protéine N6TSC6-HAS
(figure 60).

En conclusion, I’ensemble des analyses effectuées jusqu’a présent pour étudier le trafic
intracellulaire des protéines GRA-HA9 suggére d’une part, que ces protéines de fusion sont
stockées dans les granules denses sous forme soluble et d’agrégats stabilisés par des
interactions hydrophobes et d’autre part, qu’elles sont sécrétées sous forme soluble dans la

vacuole ou elles vont s’associer aux membranes (délimitante de la vacuole et/ou du réseau).
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Figure 59 : Immunomarquage des protéines recombinantes GRASHA9 et GRA6HA9 10
minutes apreés l'invasion dans la cellule-héte.

Des tapis de cellules fibroblastiques ont été infectés pendant 10 minutes par des tachyzoites
exprimant de fagon stable les protéines recombinantes -HA9 puis ont été incubés en présence
d'un sérum de lapin anti-HA11 dilué au 500°™. Les protéines recombinantes ont été révélées
avec le sérum de chévre anti-IgG de lapin couplé au FITC dilué au 500,

Une accumulation du signal de fluorescence a été observée au niveau du pole postérieur des
parasites exprimant la protéine GRA6HA9 (pointes de fleche). Le marquage des parasites
exprimant la protéine GRASHAS9 se situe sur I'ensemble de la vacuole parasitophore.
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Figure 60 : Immunomarquage des protéines recombinantes -HA9 (NST5C6-HA9, N6 TSCS-
HA9, N6TSC6-HA9) 10 minutes aprés l'invasion dans la cellule-héte.

Les tapis de cellules fibroblastiques ont été infectés pendant 10 minutes par des tachyzoites
exprimant de fagon stable les protéines recombinantes puis ont €té incubés en présence d'un
sérum de lapin anti-HA11 dilué au 500°™. Les protéines recombinantes -HA9 ont été révélées
avec le sérum de chévre anti-IgG de lapin couplé au FITC dilué au 500°™.

Une accumulation du signal de fluorescence, comparable au signal obtenu dans la souche
GRA6HA9 (figure 59), a été observée au niveau du pdle postérieur des parasites exprimant la
protéine N6T5C6-HA9 (pointe de fléche). Par contre, de la méme manieére que la souche
GRASHAY (figure 59), le marquage se situe sur I'ensemble de la vacuole parasitophore pour les
parasites exprimant les protéines N5T5C6-HA9, N6T5C5-HAO.
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Le succes du parasitisme de 7. gondii est attribué a son développement intracellulaire
au sein d’un compartiment spécialisé, la vacuole parasitophore. En effet, cette vacuole, dont la
formation est initiée a partir de la membrane de la cellule-hdte lors de U'invasion cellulaire, est
incapable de fusionner avec les compartiments endocytiques de la cellule-hote (Sibley et al,,
1985). Afin d’éviter cette fusion, la composition de la vacuole est rapidement modifiée d’une
part, par I’exclusion des marqueurs de la cellule-héte (Mordue and Sibley, 1997) et d’autre
part, par la sécrétion de protéines parasitaires, les protéines GRA (Cesbron-Delauw, 1994).

Les protéines GRA sont stockées dans des granules denses sous forme soluble et
d’agrégats. A la suite de la pénétration du parasite dans la cellule-hdte, elles sont sécrétées
sous forme soluble et vont étre ciblées différentiellement au sein de la vacuole parasitophore.
Les travaux réalisés ces derniéres années ont permis la caractérisation moléculaire de ces
protéines ainsi que I’étude de leur trafic dans la vacuole parasitophore. Cependant, leur role
fonctionnel n’est pas encore défini. Leur implication, dans les mécanismes de multiplication
et/ou de survie intracellulaire développés par le parasite, est probable.

Grace aux progres réalisés ces dernieres années dans la manipulation génétique des
toxoplasmes (Kim et al., 1993 ; Soldati and Boothroyd, 1993 ; Donald and Roos, 1993),
’étude du tropisme différentiel et de la fonction biologique de ces protéines est désormais
envisageable. Dans ce contexte, le but de notre travail visait, par une approche génétique, a
aborder, premiérement, le role des protéines GRA par 'analyse de leur participation dans la
virulence parasitaire (polymorphisme) et par la réalisation de mutants nuls et ’analyse de leur
phénotype et deuxiémement, & identifier le (ou les) domaine(s) protéique(s) impliqué(s) dans le
tropisme membranaire des protéines GRA. Cette approche a été réalisée en prenant les
protéines GRAS et GRA6 comme modéle d’étude d’une part, parce qu’elles présentent des
homologies structurales (méme profil d’hydrophobicité, 4 motifs communs) et d’autre part,
parce qu’aprés leur sécrétion, elles sont ciblées différentiellement dans la vacuole
parasitophore. En effet, la protéine GRAS est détectée dans la membrane délimitante de la
vacuole parasitophore alors que la protéine GRA6 va s’associer avec les membranes du réseau
tubulaire intravacuolaire (Lecordier et al., 1993 ; 1995).
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I - Etude du polymorphisme des protéines de granules denses
GRAS et GRAG6 de différentes souches de toxoplasmes

Toutes les souches animales et humaines isolées a travers le monde sont groupées dans
une méme espece, 7. gondii. De plus, les différences du comportement parasitaire observées a
intérieur d’une méme espéce animale et notamment chez la souris (virulence, non virulence),
suggeraient que 'espéce 7. gondii soit composée de populations hétérogénes (Sibley and
Boothroyd, 1992c ; Sibley and Howe, 1996). Récemment, la combinaison des études
immunologiques (Ware and Kasper, 1987 ; Gross ef al., 1991), iso-enzymatiques (Dardé et al.,
1992 ; Dardé, 1996) et génétiques (polymorphisme de la longueur des fragments de restriction
ou RFLP et par amplification génomique aléatoire ou RAPD) (Cristina ef al., 1991 ; Sibley et
al., 1992b, 1992c ; Guo and Johnson, 1995) a permis de définir le caractére clonal de la
population de 7. gondii. D’ailleurs, la population est composée de trois lignées clonales
prédominantes (Howe and Sibley, 1995 ; Sibley and Howe, 1996). Dans cette classification,
alors que les souches du premier groupe (groupe I), comme la souche RH, sont des souches
treés virulentes chez la souris et sont responsables de toxoplasmose congénitale, les souches du
second groupe (groupe II), comme les souches 76K, Prugniaud sont moins virulentes et sont
capables de former des kystes chez la souris. Elles occasionnent souvent des pathologies
séveres chez 'homme et sont souvent associées a une réactivation toxoplasmique par rupture
des kystes. Les souches du troisiéme groupe (groupe III), comme les souches C et C56, sont
également faiblement virulentes mais elles sont plus rarement associées aux toxoplasmoses
humaines. Ces souches sont trés abondantes chez les animaux.

Au cours de la premiére partie de notre travail, un polymorphisme de taille similaire a
été mis en évidence pour les protéines GRAS et GRAG entre les trois groupes génotypiques.
L’analyse comparative des séquences nucléotidiques des génes GRAS et GRA6 ainsi que les
séquences en acides aminés déduites a partir du cadre de lecture ouvert n’ont pas révélé de
divergence importante entre les trois groupes. Les séquences sont trés conservées a I’intérieur
d’'un méme groupe, alors qu’une faible divergence intra-espéce entre chaque groupe a été
observée. Cette divergence est d’ailleurs plus marquée entre le groupe II et les groupes I et III
qu’entre le groupe 111 et le groupe I. Ceci a tout particuliérement €té observé dans la région C-
terminale de la protéine GRA6 puisque cette région contient, d’une part, deux délétions (de 5
et 1 acides aminés) et d'autre part, de nombreuses substitutions non conservatives, 4 sur les 8
derniers acides aminés.

De plus, les protéines GRAS et GRAG6 des groupes I et II, exprimées dans des systémes
d’expression hétérologues (in vitro et ex vivo), ne semblent pas présenter des modifications
post-traductionnelles différentielles entre les trois groupes.
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La modification de la composition nucléotidique des génes par mutagenese dirigée a

permis de mettre en évidence la contribution d’un changement conformationnel et/ou d’un état

chargé différentiel des protéines entre les trois groupes.

1) Similarité du comportement électrophorétique des protéines GRAS et

GRAG entre les trois groupes

La comparaison des séquences en acides aminés des protéines GRAS et GRA6 sur la

base de leur homologie structurale a révélé d’une part qu’aucune modification n’a été observée

dans les deux régions hydrophobes des protéines et d’autre part, qu’a 'intérieur d’'un méme

groupe aucune substitution ne se produit au méme endroit dans I’un des 4 motifs communs

(figure 61).

Motif A :

Motif B :

Motif C :

Motif D :

GRAS GRA6
Groupe 1 32 G-SGGDDsE 39 56 GSSGGQQ-E 63
Groupe I 32 G-SGGDDsE 39 56 GSSGGQQ-E 63
Groupe III 32 G-SGGDDsE 39 56 GSSGGQQ-E 63
GRAS GRAG6
Groupe 1 59 GSLfER 63 118 SLeER 122
’ Souche 76K : 118 SLeER 12
Groupe 7 = GSL{ER o Prugmaud 1118 SLdER 122
Groupe 11 59 GSLﬂER 63 118 SLeER 122
GRAS GRAG6
GToupe | 03 LKRI'I'RRalQECS 105 171 LRRthRSpQEpS 183
Groupe 11 o3 LRRrrRRaiQEeS 105 1711 LRRtgRRspQEDpPS 183
: Souche C : 171 LRRtgRRspQEpS 153
Croupelll | 5 EReRBUECS o | o onche 056 ; 1z IRRGBRSOPESS 154
GRAS GRA6
Groupe 1 114 EevAEeD 120 210 Egg.AEdD 216
GToupe II 114 EevAEeD 120 210 Egg-EdD 216
Groupe 11 114 EevAEeD 120 210 EggGEdD 216

Figure 61 : Alignement des séquences en acides aminés des quatre motifs communs entre
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La conservation de la séquence en acides aminés des régions hydrophobes entre les
trois groupes suggere I’importance éventuelle de ces régions dans un comportement similaire
de ces protéines entre des souches des trois groupes. Lorsque le tachyzoite a infecté la cellule-
héte, la protéine GRAS est détectée dans la membrane délimitante de la vacuole parasitophore
et la protéine GRA6 dans les membranes du réseau intravacuolaire. Au stade bradyzoite, elles
sont toutes les deux détectées dans la paroi kystique (Lecordier et al., 1993, 1995 ; Torpier et
al, 1993). Des études précédentes suggerent d’une part, 'importance de la séquence
caractéristique d’un peptide signal dans la sécrétion de ces protéines et d’autre part,. le role de
la région centrale hydrophobe caractéristique d’une région transmembranaire dans I’association
membranaire de ces protéines (Lecordier et al.,, 1993, 1995, 1999). Par contre, |’existence
d’une région plus polymorphe entre les trois groupes, en N-terminal pour la protéine GRAS et
en C-terminal pour la protéine GRA6, implique peut étre une différence de comportement de
ces protéines selon les souches. Ainsi ’étude topologique de la protéine GRAS, dans la
vacuole parasitophore, a permis de montrer que son domaine N-terminal est exposé au
cytoplasme de la cellule-hote. Ceci permet de supposer I’existence d’interaction du domaine N-
terminal GRAS avec des protéines cellulaires. Une étude similaire de I’orientation de la
protéine GRA6 dans les membranes du réseau intravacuolaire devrait nous permettre de
déterminer quel domaine N- ou C-terminal interagit avec le cytoplasme cellulaire. Le rdle des
régions N- ou C-terminale des protéines GRAS et GRA6 pourrait étre appréhendé par la
réalisation de protéines GRAS chiméres (contenant soit la région N-terminale de type I, II ou
IIT ) et GRA6 chiméres (contenant soit la région C-terminale de type I, II ou III) et I’étude des
interactions protéine-protéine résultantes.

De plus, I’analyse des séquences en acides aminés n’explique pas pourquoi d’une part,
ces deux protéines présentent un comportement électrophorétique similaire entre les trois
groupes et d’autre part, la différence de taille entre le poids moléculaire prédictif des protéines
GRAS et GRA6 et leur poids moléculaire apparent. En effet, malgré une homologie faible
entre ces deux protéines (24 % d’homologie), une corrélation frappante de leur profil de
migration électrophorétique entre les trois groupes a été observée. Cependant, 1’analyse des
séquences en acides aminés des quatre motifs communs aux protéines GRAS et GRA6 n’a pas
révélé de substitutions communes (méme position et/ou composition identique). De méme, ces
deux protéines ont un comportement électrophorétique aberrante par rapport a leur poids
moléculaire théorique. D’ailleurs, des études précédentes concernant les séquences protéiques
primaires des protéines GRAS et GRA6 de la souche RH (groupe I) révélent qu’il existe une
différence entre le poids moléculaire théorique et apparent (Lecordier ef al., 1993 ; 1995). En
effet, alors que le poids moléculaire théorique est de 14,3 kDa pour la protéine GRAS et de 24
kDa pour la protéine GRA®, ces protéines migrent en conditions non réductrices a une taille de
21 kDa et de 32 kDa, respectivement. De la méme maniére, d’autres protéines de 1. gondii
presentent également une migration aberrante. C’est, par exemple, le cas pour les protéines de




Alisnement des séquences en acides aminés de la protéine GRAS

N-term GRAS T™MS C-term GRAS
71 aa 18 aa 27 aa

Souche RH (groupe I)

Souches 76K et Prugniaud (groupe II)

Ser

Souches C et C56 (groupe III)

Alignement des séquences en acides aminés de la protéine GRA6

N-term GRA6 TM GRA6 C-term GRA6
152 aa 19 aa 159 aa

W, W

Souche RH (groupe I)

* 1AS

Souches 76K et Prugniaud (groupe II)

Ser
Wk

Souches C et C56 (groupe III)

Figure 62 : Représentation schématique des protéines GRAS et GRAG6.

Localisation des sites de phosphorylation (%) et de O-glycosylation ( Ser ) additionnels.
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granules denses GRA1, GRA2 et GRA4 (Cesbron-Delauw et al., 1989 ; Mercier et al., 1993 ;
Mévelec et al., 1992) et pour I'antigéne de surface, SAG2 qui présente un poids moléculaire
théorique de 15 kDa pour une taille apparente de 22 kDa (Parmley et al., 1992). Toutes ces
différences entre les poids moléculaires théorique et apparent pourraient €tre attribuées soit a
des modifications post-traductionnelles de la protéine et/ou a la composition en acides aminés.

Dans notre étude sur le polymorphisme de taille des protéines GRAS et GRAGS entre les
trois groupes, nous avons envisagé ['existence de modifications post-traductionnelles
différentielles entre les protéines du groupe I (souche RH) et celles du groupe I (souches 76K
ou Prugniaud) (figure 62). Le comportement électrophorétique des protéines GRAS et GRA6
entre les groupes I et IT exprimées dans des systémes d’expression hétérologues (in vitro et ex
vivo), nous a permis d’estimer le poids moléculaire apparent de ces protéines sans qu’il y ait de
modifications post-traductionnelles. Cette analyse a révélé une variation de taille similaire entre
les deux groupes a celle observée pour les protéines natives. L’implication de modifications
post-traductionnelles différentielles semblent peu probable, cependant, différentes analyses
permettraient de compléter cette étude :

- Premiérement, ’analyse de [P’expression des protéines GRAS et GRAS6, dans le
systeme in vivo, doit étre compléter par I’expression de ces protéines type I, type II et type III
dans les trois contextes d’expression. De plus, pour la protéine GRA6, les problémes de
détection auxquels nous avons été confrontées, au cours de ’expression in vivo de cette
protéine, ne nous ont pas permis d’analyser sa taille dans différents contextes. L’existence de
modifications différentielles entre les souches n’est pas a exclure dans la mesure ou la
divergence de cette protéine est plus importante que pour la protéine GRAS. Des expériences
de transfections stables de cette protéine apporteront probablement des informations
supplémentaires concernant 'implication de tels mécanismes dans la maturation de cette
protéine.

- Deuxiémement, il est possible d’analyse [’existence de modifications post-
traductionnelles différentielles par marquage métabolique en présence de sucres tritiés ou
d’ATP marqué au phosphore 32. En effet, la recherche de sites de modification-post-
traductionnels potentiels, & partir de la séquence en acides aminés par programme informatique
a révélé la glycosylation probable des résidus sérine et thréonine (O-glycosylation, groupe II)
et ’existence de sites de phosphorylation supplémentaires (groupes II et III). D’ailleurs, ce
genre de modifications post-traductinnelles ont été décrites dans la souche RH (groupe I), elles
impliquent d’une part, la glycosylation probable des résidus sérine et thréonine de la protéine
(O-glycosylation, Lecordier et al,, 1993) et d’autre part, la phosphorylation de la protéine
GRAG de la souche RH (Labruyére-Daglaglio et al., sous presse).



Discussion 93

Au cours de notre travail, nous avons également mis en évidence le rdle joué par
certains acides aminés dans la migration électrophorétique de ces protéines par mutagenése
dirigée. Ces résultats suggerent I’implication du changement conformationnel et/ou de I’état
chargé des protéines dans le polymorphisme de taille de ces protéines entre les trois groupes.
Des travaux précédents montrent I'influence de la composition en acides aminés dans la
migration électrophorétique d’une protéine. En effet, chez le Plasmodium, la modification d’un
seul acide aminé dans la séquence de la protéine recombinante de surface, GST-MSP1,
provoque une variation de migration de 10 % par rapport a la protéine non mutée (Holder, A,
communication personnelle). Cependant, cette hypothése nécessite une analyse plus
approfondie, notamment pour la protéine GRA6. En effet, I'influence dans la région C-
terminale de cette protéine d’une part, d’une délétion de plusieurs acides acides aminés et
d’autre part, de nombreuses substitutions a ’extrémité de cette région, pourrait intervenir dans
sa différence de migration. Cette étude pourra étre appréhendée par mutagenése dirigée de
bases dans la séquence du géne GRA6 type I et type II puis en comparant la taille des protéines
mutées a celle des protéines sauvages.

2) Marqueurs prédictifs de la pathogenése

L’identification des composés parasitaires spécifiques, qui contribuent a la pathologie
ou qui fournissent des marqueurs prédictifs de la progression de la maladie, est devenue un axe
de recherche important. En effet, la toxoplasmose peut provoquer de sévéres pathologies dans
deux situations particuliéres d’une part, chez le feetus et d’autre part, chez les individus
immunodéficients. Cependant, de fagon surprenante et encore inconnue, la contamination de
ces individus par le parasite n’entraine pas toujours le développement d’une pathologie. En
effet, seulement 45 % des infections, au cours de la grossesse, conduisent a la transmission du
parasite au feetus (Dupouy-Camet et al., 1993). De méme, chez les patients immunodéprimés,
comme les patients atteints du SIDA, seulement 30 % des patients infectés de fagon chronique
par T. gondii vont développer une pathologie sévére au niveau du systéme nerveux central
(Luft and Remington, 1992). A I’heure actuelle, les raisons de cette différence ou les facteurs

responsables de la sévérité de la maladie ne sont pas connus.

Par ailleurs, la combinaison de différentes études (génétiques, immunologiques et
biochimiques), réalisées chez I’homme, révélent une corrélation frappante entre le génotype des
souches et la maladie (Dardé ef al.; 1992 ; Howe and Sibley, 1995). Les souches du groupe II
sont plus souvent associées a des réactivations d’infections chroniques, conduisant a des
enceéphalites toxoplasmiques chez les sujets immunodéprimés. Les souches du groupe I, trés
virulentes chez la souris et présentant une parasitémie élevée, sont plus fréquemment associées

aux toxoplasmoses congénitales. Dans ’avenir, I’identification génétique des souches, chez les
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patients atteints chroniquement, sans symptdmes apparents, ou chez les femmes enceintes
permettra de prévenir la maladie d’une part, par un diagnostic précoce et d’autre part, par la
mise en place rapide d’un traitement efficace. Bien que I'influence du génotype parasitaire dans
la toxoplasmose soit clairement établie, en revanche, il n’a pas été démontré si ’association des
souches des groupes I et II pour les toxoplasmoses humaines est le reflet de leur capacité
d’infecter préférentiellement I’homme ou de leur capacité a développer la maladie. Pour cette
raison, une meilleure compréhension des génes impliqués dans la pathologie est nécessaire
pour permettre leur utilisation en tant que marqueurs prédictifs de la progression de la maladie.

L’existence d’un polymorphisme évident des protéines GRAS et GRAG6 entre les trois
groupes génotypiques permet d’envisager leur utilisation en tant que marqueurs prédictifs
impliqués dans la progression et dans la sévérité de la maladie. L’utilisation des protéines
GRAS5 et GRA6 dans le typage des souches pourra étre entreprise par des techniques de
biologie moléculaire (RFLP, analyse de ’expression de geénes altérés, analyse du taux .
différentiel de transcription) et par des techniques immunochimiques (taux d’expression des
protéines, recherche d’antigénes différentiels).

A) Marqueurs génétiques

Les progrés réalisés ces derniéres années dans la manipulation génétique a permis de
classer les souches en trois génotypes distincts (Sibley and Boothroyd, 1992 ; Parmley et al,,
1994a ; Howe and Sibley, 1995 ; Meisel et al., 1996). D’ailleurs, cette classification est
possible en combinant ’analyse des profils de restriction (RFLP) engendrés a la suite de la
digestion de plusieurs loci distincts (régions 5’ et 3’ régulatrices et région codante).
L’efficacité de cette analyse est liée au nombre de loci testés ainsi qu’a une interprétation facile
des profils de restriction permettant de distinguer les trois groupes.

A la suite de I’analyse de la séquence codante des génes GR4A35 et GRA6, nous avons
mis en évidence I’existence d’un polymorphisme génétique entre les trois groupes. De plus, la
présence de sites de restriction différentiels entre les trois groupes pourrait étre utilisée pour
une analyse plus rapide par RFLP de ces deux loci. Ceci permettrait d’ajouter deux marqueurs
génétiques supplémentaires (GRAS et GRA6) permettant le typage génotypique des souches.

Il serait également intéressant de rechercher s’il existe un polymorphisme génétique
entre les trois groupes dans la région 5’ régulatrice des génes GRAS et GRA6. En effet,
I’analyse de la région 5’ régulatrice de plusieurs génes GRA, montre que cette région joue un
role important dans leur expression (Mercier et al., 1996 ; Lefebvre-Van Hende, 1998). Par
ailleurs, I'importance de cette région a également été démontrée pour le géne SAGI
(Boothroyd et al., 1995). Le nombre de répétitions d’un motif nucléotidique dans cette région
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révéle une bonne corrélation entre la virulence des souches chez la souris et le niveau de
transcription de SAG1 (Windeck and Gross, 1996).

De plus, lutilisation de la génétique inverse (transfection, mutagenése) permettra
d’appréhender l’influence des substitutions nucléotidiques observées dans la région 3’
transcrite et non traduite (3° UT). En effet, cette région joue un rdle important dans la stabilité
des messagers c’est-a-dire dans |’efficacité de la traduction (Diederich et al., 1997). D’ailleurs,
des travaux récents, chez Trypanosoma brucei, montrent 'implication de cette région dans
’expression différentielle des génes Vsg ("Variant surface glycoprotein"). De plus, chez le
toxoplasme, des travaux réalisés dans le laboratoire, mettent en évidence 'influence de la
région 3° UT des geénes SAGI et GRAS5 dans l'expression du géne indicateur CAT
(chloramphénicol acétyl transféfase) placé en amont de ces régions (Lefebvre-Van Hende,
1998).

Enfin, afin de rechercher I'implication de ces protéines dans la virulence, la localisation
chromosomique du locus des génes GRAS et GRAG pourrait étre réalisée. Des travaux
préliminaires, réalisés dans le laboratoire par électrophorése en champs pulsé, suggérent que le
locus GRAS soit lié au chromosome V, alors que celui de GRAG est 1ié au chromosome VIIL
Cette approche peut, en effet, mettre en évidence l’existence d’une corrélation entre
’emplacement chromosomique et la virulence. Des études précédentes montrent que le
caractéere virulent des souches est régul€e par une région liée au locus SAG/, se trouvant sur le
chromosome VIII (Howe et al., 1996). Cependant, le critére d’appartenance a ce chromosome
ne semble pas suffisant pour déterminer le caractére virulent d’une souche. En effet,
I'obtention récente d’un mutant déficient pour I’expression de la protéine GRAZ montre
'importance de cette protéine dans la virulence du toxoplasme, or le locus du géne GRA2 se
trouve sur le chromosome X (Mercier et al.,, 1998b). Par ailleurs, les résultats obtenus a la
suite de la caractérisation du mutant GRAS" révélent que la protéine GRAS ne contribue pas a
la virulence du parasite. La localisation chromosomique des génes GRAS et GRA6 permettra
peut étre faire la distinction entre les facteurs directement impliqués dans la virulence et ceux
prédictifs de la virulence.

B) Marqueurs antigéniques

Des travaux récents ont montré que des différences génétiques observées dans le locus
du géne GRA4 sont responsables d’un épitope différentiel utilisé pour différencier les souches
entre les groupes I et les groupes II et III (Meisel et al., 1996). La présence d’une région tres
polymorphique, dans la région C-terminale de la protéine GRAG6, permet d’envisager une
variabilité antigénique de cette région entre les trois groupes. Dans ce contexte, l'intérét de
cette région pour le diagnostic de la maladie pourrait étre étudié. En effet, la partie N -
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terminale de la protéine GRAG6 est trés conservée dans les trois groupes. D’ailleurs, cette
région est fortement immunogénique puisque 94 % des sérums humains reconnaissent des
structures antigéniques dans la partie N-terminale de la protéine (Lecordier et al/, en
préparation). Par contre, pour sa région C-terminale, la situation est trés différente car a
'heure actuelle, seul 10 % des sérums sont dirigés contre cette région. Il est possible
d’envisager que des anticorps spécifiques dirigés contre la partie carboxy terminale de la
protéine GRA6 de type I, type II ou type III puissent compléter le diagnostic prédictif de
pathogenése par ELISA en apportant une indication sur le typage des souches. A ce jour, les
différences antigéniques observées entre les souches permettent de distinguer les souches
uniquement selon leur virulence chez la souris (Weiss et al., 1988 ; Gross et al., 1991).

De plus, I’expression des protéines GRAS et GRA6 pourrait étre analysée afin d’étudier
qu’elle est I'influence des variations génétiques sur I’expression différentielle de ces protéines.
Ceci pourrait €tre réalisé par la comparaison du signal d’expression de ces protéines entre les
trois groupes par immunofluorescence semi-quantitative par "phospho-imager". Des travaux
récents montrent que I’expression de la protéine cytoplasmique hsp70 est variable entre des
souches virulentes et non virulentes. Son expression différentielle est liée a I’existence de
variations génétiques, a la fois dans sa séquence ADN et au niveau de son taux de transcription
(Lyons et al., 1998).
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IT - Utilisation de la génétique inverse pour I’étude des
protéines GRA

L’ensemble des travaux réalisés ces derniéres années a permis la caractérisation
moléculaire ainsi que I’analyse topologique des molécules de granules denses (Ossorio et al.,
1994 ; Mercier ef al., 1998a, 1998b ; Lecordier ef al., 1999 ; Labruyére-Dadaglio et al., sous
presse). Cependant, aucune fonction biologique dans le développement intracellulaire des
toxoplasmes n’a été décrite. D’ailleurs, aucune homologie significative avec des protéines
connues a été observée a la suite de I’interrogation de banques de données. Le développement
des techniques de la génétique inverse rend désormais possible une approche directe par
double recombinaison homologue. 1l s’agit d’'un événement particulier au cours duquel les
séquences d’un marqueur de sélection viennent remplacer celles d’un gene d’intérét. Une telle
approche est réalisable si la protéine d’intérét n’est pas essentielle pour le toxoplasme. De plus,
le génome du toxoplasme est haploide pendant une grande partie de son cycle, ceci permet un
événement de double recombinaison homologue en une seule étape.

Dans le but d’appréhender la fonction des protéines GRAS et GRAG, notre objectif
était d’obtenir un mutant déficient pour I’expression de ces protéines. Lorsque le travail a été
engagé, un systéme de transfection stable et de sélection positive était a notre disposition. Ce
systéme exploite la sensibilité naturelle que les toxoplasmes ont pour le chloramphénicol.
D’ailleurs, cette approche avait permis d’obtenir une lignée de toxoplasmes déficiente pour
expression de la protéine ROP1 (Kim et al., 1993) et une seconde pour la protéine SAG3
(Tomavo, non publié). Cependant, une telle démarche n’avait pas été utilisée pour obtenir des
mutants nuls ni pour GRAS ni pour GRAG6.

1) Obtention et Caractérisation du mutant nul GRAS"

Chez T. gondii, la fréquence d’intégration par double recombinaison homologue est
faible contrairement a d’autres parasites protozoaires ou a E. coli (Shen et al., 1986 ; Finbarr-
Tobin et al., 1992 ; Gwo-Shu Lee et al., 1990). Elle est proportionnelle a la longueur des
fragments homologues. Cette fréquence est d’environ 50 % lorsque la longueur des séquences
génomiques est de 8 kb (Donald and Roos, 1993).

Une stratégie dite du "piége a promoteur", combinée au systéme de sélection positif, a
été testée. Cette technique, utilisée avec succés chez les mammiferes (Schwartzberg ef al.,
1989 ; Sedivy and Sharp, 1989), n’autorise I’expression du marqueur de sélection que s’il est
placé sous le contrle d’un promoteur endogéne. Bien que Iefficacité d’enrichissement des
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clones recombinants soit tres élevée chez les cellules de mammiféres (Sedivy and Sharp, 1989),
celle-ci n’a pas eu d’effet évident dans |’enrichissement des parasites recombinants. Enfin, le
récent développement de nouvelles techniques de sélection du toxoplasme nous a permis de
résoudre ce probléme par un systéme de "contre-sélection" ou de double sélection
positive/négative (Zimmer et al., 1994 ; Donald et al., 1998). L’exploitation de cette double
sélection "positive et négative" a été utilisée pour la premiére fois avec succes pour isoler des
mutants déficients pour I’expression de la protéine GRAS.

L’analyse du phénotype du mutant nul GRAS™ n’a pas révélé d’atténuation de la
virulence du parasite chez la souris. De plus, la capacité d’invasion de ces mutants dans des
cellules fibroblastiques n’est pas altérée. Ils se trouvent isolés du cytoplasme de la cellule-héte,
a P'intérieur d’une vacuole parasitophore dont I’ultrastructure n’est pas altérée. A lintérieur de
la cellule-hdte, 1’absence de la protéine GRAS n’a pas d’effet sur la multiplication des
parasites. Par ailleurs, la synthése des autres protéines GRA dans le mutant nul GRAS™ ne
semble pas modifiée : ces protéines présentent, en effet, un comportement dans les granules
denses similaire a celui observé dans la souche parentale. Ceci suggére que les protéines GRA
dans le mutant GRAS" seraient stockées dans les granules sous forme soluble et membranaire
et qu’elles seraient sécrétées, apres I’invasion de la cellule-h6te, dans’la vacuole parasitophore.

2) Caractérisation d’autres mutants nuls chez 7. gondii

Le remplacement de séquences ADN au locus d’un géne par recombinaison homologue
est une approche couramment employée pour appréhender la fonction d’une protéine.
Cependant, contrairement a d’autres parasites protozoaires incluant les kinéplastides
(Trypanosome, Leishmanie) et le Plasmodium, ou I'intégration d’ADN exogéne se produit
exclusivement par recombinaison homologue (Cruz et al., 1991 ; Van Dijk et al., 1995 ; Wu et
al., 1996), chez le toxoplasme, I'intégration de transgéne se fait a la fois par des mécanismes
homologue et non homologue (Donald and Roos, 1993, 1994). Afin d’inactiver un géne par un
événement de double recombinaison homologue, différentes stratégies ont été employées chez
T. gondii. A 'heure actuelle, ces stratégies ont permis d’obtenir avec succes huit populations
parasitaires déficientes pour I’expression d’une protéine soit de granule dense (GRA2, GRAS),
soit de rhoptries (ROP1), soit de surface (SAG3), soit spécifique du stade bradyzoite (BAG1),
soit possédant une activité enzymatique (UPRT, HXGPRT, DHFR-TS) (Mercier ef al., 1998b
; Kim et al., 1993 ; Tomavo et al., non publié ; Bohne et al., 1998 ; Donald and Roos, 1994,
1995 ; Donald et al., 1996). Toutes ces approches montrent des similarités avec les systemes
de recombinaison décrits chez les mammiféres ou chez la levure (Hasty et al., 1991 ; Sedivy
and Sharp, 1989) (tableau 10). A I’exception de la stratégie employée pour le mutant nul
GRAS, elles sont toutes basées d’une part, sur une sélection positive et d’autre part, sur
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'utilisation de constructions plasmidiques contenant des séquences génomiques de plusieurs
kilo bases. Bien que I’événement de double recombinaison homologue a trés peu été étudié

chez le toxoplasme, les travaux de Donald et Roos montrent I’importance de la longueur des

séquences génomiques sur la fréquence de I’événement de double recombinaison homologue.

En effet, pour des séquences génomiques de 7,6 kb de longs, le pourcentage de recombinaison

homologue est de 60 % et de 40 % pour la recombinaison non homologue. Par contre lorsque

la longueur de ces séquences augmente (15,7 kb), la fréquence de la recombinaison

homologue est trés importante (82 % contre 18 % pour la recombinaison non homologue)

(Donald and Roos, 1993).

Nature et
Locus géne de . Longueur des ., Nombre
A . résistance L. i ) quantité de ]
d’intérét | sélection régions génomiques Parasites
PADN
sfl ¢ 3200 ob 50 pg linéaire
anquant:
GRA2 ble Phléomycine a P 300 g 1,6.10°
3’flanquant: 2400 pb i ,
circulaire
511 t: 1300 pb
ROPI CAT | Chloramphénicol | ° . -ravan P21 20 ug lindaire | 2. 107
3’flanquant: 950 pb
' 51 t: 2800 pb
SAG3 CAT | Chloramphénicol | . duat P linéaire
3’flanquant: 2200 pb
) 20a100ug
) 11 kb séquences .. 7
UPRT UPRT* 5-fluorouracil ) . linéaire et 2.10
génomiques . .
circulaire
11,5 kb sé 50 pg linéai
HXGPRT | HXGPRT* | 6-thioxanthine (0 Seduentes ) STHEUREANE | ) 107
génomiques et circulaire
7,6 et 15,7 kb e
L . , 50 pg linéaire .
DHFR-TS | DHFR-TS*| pyriméthamine séquences ) ) 1. 10
) ) et circulaire
génomiques
BAGI CAT Chloramphénicol
GRAS CAT Chloramphénicol | 5’flanquant: 2100 pb 100 pg 5 107
HXGPRT | 6-thioxanthine | 3’flanquant: 1800 pb linéaire '

Tableau 10 : Résumé des différentes stratégies d'obtention des différents mutants nuls

chez T. gondii.

* : séquence codante du géne modifiée par mutagenése dirigée.
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Par contre, ces différentes stratégies ne mettent pas en €vidence une quelconque
relation entre le nombre de copie et la nature (linéaire et circulaire) de ’ADN transfecté et la

fréquence de ’événement de double recombinaison homologue.

L’analyse de ces différents mutants met en évidence que 1’absence d’expression d’une
protéine n’est pas léthale pour le toxoplasme. Ceci a d’ailleurs marqué le rdle non essentiel
d’une enzyme impliquée dans les voies métaboliques (synthése des folates, bases purines ou
bases pyrimidiques). Le role de certains de ces mutants nuls (ROP1", GRA2" SAG3) a été
appréhendé dans la pathogenése et en particulier au cours de la phase aigué de l'infection
(Soldati et al., 1995 ; Mercier et al., 1998b ; Tomavo et al., non publi€). La phase aigué de
I'infection toxoplasmique se caractérise a la fois par une multiplication et une dissémination
rapide des parasites dans les tissus nerveux et musculaires. La souris est souvent utilisée
comme modele expérimental de la maladie. En effet, les souches virulentes provoquent sa mort
au cours de la phase aigué de l’infection, alors que les souches non virulentes permettent
I'installation de la phase chronique de I'infection. L’infection toxoplasmique chez I'homme se
fait généralement aprés I’ingestion de kystes ou d’oocystes. Les bradyzoites et les sporozoites,
contenus dans ces formes de résistance, se différencient en tachyzoites et se propagent dans
Iorganisme. L’analyse de la virulence de ces mutants nuls, chez la souris aprés I’inoculation
par voie intrapéritonéale, montre la contribution des protéines GRA2 et SAG3 dans la
virulence parasitaire. Par contre, la multiplication de ces parasites, in vitro, n’est pas altérée
par ’absence de ces protéines. D’autre part, d’un point de vue ultrastructural, ces analyses
montrent le rdle d’une part, de la protéine ROP1 dans la morphologie et I’aspect des rhoptries
et d’autre part, celui de la protéine GRA2 dans la formation du réseau intravacuolaire (Mercier
et al., non publié¢). Par contre, lors de la phase chronique de I’infection, seul le phénotype du
mutant BAG1™ a été appréhendé. Alors que 1’absence de la protéine BAGI1 n’altére ni la
morphologie, ni la fréquence de formation des kystes, elle intervient sur une diminution du
nombre de kystes (Bohne ef al., 1998 ; Shang et al., 1999).

3) Exploitation du mutant nul GRAS"

Dans le cas du mutant nul GRAS’, la protéine GRAS n’intervient pas dans la virulence
parasitaire observée chez la souris. Cependant, bien que le tropisme membranaire de la
protéine GRAS suggére d’une part, sa participation probable aux processus impliqués dans la
modification de la vacuole parasitophore et d’autre part, son implication dans le
développement parasitaire, ’analyse de son phénotype ne permet pas de conclure sur la
participation de la protéine GRAS dans de tels mécanismes. Dans I’hypothése que les protéines
GRA sont importantes dans le développement du parasite, celles-ci pourraient présenter des

fonctions biologiques redondantes entre elles. Dans ce cas, la réalisation de multi-mutants nuls
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pour plusieurs protéines GRA permettrait d’aborder la contribution de ce systéme de
redondance entre les protéines GRA. En effet, I'ultrastructure de la vacuole parasitophore en
microscopie électronique n’est pas altérée apres I’infection de cellules fibroblastiques par le
mutant nul GRAS". Cependant, ces observations ne permettent pas d’exclure une participation
probable de la protéine GRAS dans le maintien de la vacuole parasitophore. D’ailleurs,
I’analyse de sa séquence protéique primaire a révélé de faibles homologies avec des protéines
présentent dans le cytosquelette des neurones. La présence notamment d’autres protéines GRA
dans la membrane de la vacuole, comme les protéines GRA3 et GRA7, pourrait également
contribuer de fagon redondante a ce maintien structural (Bermudes et al., 1994a ; Mévelec et
al., 1992). L’analyse en microscopie électronique de [ultrastructure d’une vacuole
parasitophore dépourvue de certaines protéines GRA (GRA3, GRAS et/ou GRA7) pourrait
-déterminer la participation de ces molécules a la fois dans son maintien et dans les mécanismes
développés par le parasite pour éviter la fusion avec les compartiments endocytiques de la
cellule-hdte. La disponibilité de plusieurs marqueurs de sélection permet d’envisager la
réalisation d’autres mutants nuls (GRA3™ et GRAT) et de la combinaison de plusieurs mutants
(GRAS/GRA3"; GRAS/GRAT et GRAS/GRA3/GRAT).

Par ailleurs, ’absence de la protéine GRAS, ne semble pas modifier pas la synthese des
autres protéines GRA. Une étude de la localisation de ces protéines a ’intérieur de la vacuole
parasitophore par immunofluorescence appréhenderait la participation éventuelle de la protéine
GRAS5 dans le tropisme membranaire des protéines GRA. En effet, des travaux récents
montrent que le trafic de la protéine GRAS6, dans le mutant nul GRAZ2’, est perturbé apres sa
sécrétion dans la vacuole. La protéine GRA6 ne transite plus par la partie postérieure du
parasite, cependant, a un stade de développement plus avancé, elle se comporte comme une
protéine intégrale de membrane (Mercier et al., non publiés). De plus, la formation d’un
complexe multimérique fonctionnel comprenant les protéines GRA2, GRA4 et GRAG6 a été mis
en évidence dans les membranes du réseau tubulaire (Labruyére-Dadaglio et al., sous presse).
L’implication de la protéine GRAS dans de tels complexes protéiques ne peut pas étre exclue
puisque les marquages anti-GRAS dans la membrane de la vacuole parasitophore présentent un
aspect punctiforme (Lecordier and Cesbron-Delauw, non publié).

Le role de la protéine GRAS dans la vacuole pourrait étre également appréhendé en
étudiant son implication d’une part, dans les échanges métaboliques entre le parasite et la
cellule-hdte et d’autre part, dans les mécanismes de communication. La vacuole parasitophore
constitue une zone clé a I’interface entre les parasites et la cellule-hdte & la fois dans la
communication et dans les échanges métaboliques. D’ailleurs, la diffusion, a travers la
membrane de la vacuole parasitophore, de petites ‘protéines (1300-1900 daltons) suggere son
role dans les échanges métaboliques. En effet, la présence d’un pore dans la membrane cette
vacuole dont la taille d’exclusion serait de 1200 daltons faciliterait les échanges de nutriments
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(Schwab et al., 1994). La localisation membranaire de la protéine GRAS permet d’imaginer
son implication potentielle dans la formation de ce pore et/ou dans la formation de canaux
facilitant ainsi les échanges métaboliques. Ceci pourra €tre analys€ en comparant le suivi de
traceurs fluorescents au travers de la membrane de la vacuole parasitophore entre le mutant nul
GRAS’ et son complémenté.

De plus, a la suite de la pénétration du parasite dans la cellule-héte, d’étroites relations
se créent entre les mitochondries et des éléments du réticulum endoplasmique de la cellule-hote
et la membrane de la vacuole parasitophore. Des travaux récents montrent que des protéines
de rhoptries également associées a la membrane de la vacuole parasitophore interviennent dans
’ancrage des mitochondries le long de la membrane vacuolaire (Sinai ef al., 1997). La
participation de la protéine GRAS dans ces mécanismes d’ancrage et/ou dans la transduction
des signaux n’est pas a exclure.

4) Conclusions

La combinaison de différentes approches expérimentales nous permettra probablement
de définir la fonction biologique de la protéine GRAS au cours du développement
intracellulaire du parasite. La protéine GRAS est une protéine commune a tous les stades
parasitaires (tachyzoite, bradyzoite et sporozoite). Elle est, en effet, détectée d’une part, au
niveau de la paroi du kyste (bradyzoites) et d’autre part, a la membrane de la vacuole
parasitophore délimitant des tachyzoites parasitaire (Torpier et al., 1993 ; Cesbron-Delauw,
1994). De plus, au cours du développement a 'intérieur de la cellule-hote, les sporozoites
contenus dans l'oocyste (forme de résistance extérieure), forment deux vacuoles
parasitophores, la premiére, (pvl) pendant 'invasion cellulaire et la seconde (pv2) 18 a 24
heures aprés I’infection. La premiére vacuole (pv1) présente une taille plus large et ne contient
pas de réseau intravacuolaire (Speer et al., 1995). Jusqu’a présent, seule la protéine de granule
dense GRAS a été détectée dans cette vacuole (pvl) (Tilley et al., 1997). La persistance de la
protéine GRAS dans les stades de résistance (bradyzoite et sporozoite) suggére qu’elle joue un
role important dans !’interface héte-parasite. Cependant, le mutant nul GRAS’, dont nous
disposons actuellement, ne nous permet pas d’appréhender le rdle de la protéine GRAS dans
ces deux formes de résistance puisque ce mutant a été obtenu dans la souche RH, incapable de
se différencier en bradyzoite ou en sporozoite. L’obtention de mutants nuls GRAS", dans les
formes bradyzoite 4 partir d’une souche kystogéne (Prugniaud ou 76K) et sporozoite a partir
de la souche VEG aprés l'infection de chat (Dubey, 1995), permettrait d’analyser le role de
cette protéine au cours du cycle parasitaire. Un mutant dans des sporozoites permettrait
d’analyser, par exemple, leur capacité a accomplir un cycle complet chez le chat. La
participation de la protéine GRAS pourrait étre analysée d’une part, dans Iultrastructure de la
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vacuole parasitophore entourant les sporozoites et d’autre part, dans la paroi du kyste
délimitant les bradyzoites. De plus, afin de détecter plus facilement un mutant nul GRAS™ dans
une souche kystogeéne exprimant de maniere stable la protéine B-galactosidase (B-gal) peut étre
envisagée. L’existence d’une souche Prugniaud, 3-gal rend cette approche réalisable. En effet,
[activité de cette protéine permet sa détection par des substrats colorimétriques. Le phénotype
de ce mutant in vivo et in vitro pourrait étre étudié. Ceci pourrait étre réalisé dans différents
modéles animaux (rats, souris). La capacité qu’a le mutant nul GRAS™ a former des kystes dans
différents organes ainsi que leur dénombrement permettront d’étudier le role de la protéine
GRAS dans le développement du stade bradyzoite. De méme, I’analyse du taux de cytokines
(IFNy, TNFa, IL-2, IL-10 et IL-12) permettra d’aborder sa participation dans la réponse
immunitaire anti-toxoplasmique.

D’autre part, les résultats obtenus a la suite de [’étude de la protéine GRA2 montrent
’intérét de réaliser un mutant n’exprimant plus la protéine GRA6. L’ultrastructure du réseau
ainsi que la sécrétion postérieur de la protéine GRA2 dans le mutant GRA6™ permettraient de
mieux comprendre |'implication de ces protéines dans la formation du réseau intravacuolaire.
D’ailleurs, la réalisation d’un mutant nul GRA6 est en cours du fait de la disponibilité a la fois
d’un systéme de double sélection négatif-positif ainst qu’une construction plasmidique
5’GRA6/CAT/3’GRAG.

Ces différents mutants pourront étre utilisés d’une part, pour étudier le rdle de ces
protéines par ’analyse de leur phénotype et d’autre part, comme systéme d’étude in vivo
(interactions protéine-protéine, association membranaire). Ceci pourrait étre réalisé dans une
souche n’exprimant plus la protéine d’intérét. L’introduction de cette protéine native par des
systémes artificiels de protéo-liposomes permettrait d’analyser de quelle maniére cette protéine
est ciblée et va s’intégrer dans les membranes. De méme, ces mécanismes pourraient étre
étudiés par [’analyse de I’association membranaire de protéines chimeres GRAS5/GRA6 dans un
contexte n’exprimant plus ces protéines.
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IIT - Contribution a P’étude du ciblage différentiel des
protéines GRAS et GRAG6 dans la vacuole parasitophore

A la suite de I'invasion dans la cellule-hdte, les protéines GRA contenues dans les
granules denses du toxoplasme sont sécrétées sous forme soluble et sont ciblées
différentiellement vers les membranes de la vacuole (Chanf et al. ;1990 ; Achbarou et al,
1991b ; pour revue Cesbron-Delauw, 1994). La protéine GRA1 qui est une protéine soluble
est détectée dans la matrice de la vacuole. Par contre, certaines protéines GRA, comme les
protéines GRA3, GRAS et GRA7 vont s’associer avec la membrane délimitante de la vacuole
parasitophore, alors que d’autres (GRA2, GRA4 et GRA6) s’associent avec les membranes du
réseau intravacuolaire. Bien que la caractérisation moléculaire des protéines GRA soit définie
(pour revue Cesbron-Delauw, 1994), ils ne permettent pas d’appréhender par quels
mécanismes post-sécrétoires ces protéines s’insérent dans les membranes de la vacuole
parasitophore.

Bien que les travaux du laboratoire ont permis de montrer que !'insertion des protéines
GRA dans les membranes est un processus post-sécrétoire, les mécanismes moléculaires qui
sous entendent leur tropisme différentiel ne sont pas connus. Afin d’identifier le (ou les)
domaine(s) protéique(s) impliqués dans le ciblage membranaire différentiel des protéines de
granules denses au sein de la vacuole parasitophore, nous avons étudié le comportement de
protéines chiméres GRAS5/GRA6. Les protéines GRAS et GRA6 ont été choisies comme
modeles d’étude car elles présentent un ciblage différentiel au sein de la vacuole parasitophore.
La protéine GRAS s’associe avec la membrane délimitante de la vacuole parasitophore (Charif
et al., 1990 ; Lecordier et al., 1993), alors que la protéine GRA6 s’insére dans les membranes
du réseau intravacuolaire (Lecordier et al., 1995 ; Labruyere-Dadaglio et al., sous presse).

1) Analyse du comportement de protéines chimeéres

Lorsque ce travail a été engagé, nous ne disposions pas de mutants déficients pour
expression des protéines GRAS ou GRA6. Notre objectif était de voir si la région
transmembranaire de la protéine GRAS pouvait jouer un rdle dans le tropisme de la protéine
vers la membrane délimitante de la vacuole parasitophore. Dans ce cadre, nous avons étudié le
comportement de trois lignées parasitaires exprimant de fagon stable une construction
chimérique contenant la région transmembranaire de la protéine GRAS encadré soit la région
N-terminale de la protéine GRA6 (N6TSCS-HA9), soit la région la région C-terminale de
GRA6 (NST5C6-HA9), soit les régions N- et C-terminales de GRA6 (N6T5C6-HA9). Dans
les parasites extracellulaires, ces protéines chimériques présentent un comportement similaire a
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celui observé pour les protéines GRA endogenes (Lecordier ef al., 1999 ; Labruyére-Dadaglio
et al., sous presse). A la suite de I'invasion du parasite dans la cellule-hdte, toutes ces
protéines chimériques, tout comme les protéines GRA endogénes, sont sécrétées au niveau du
pole apical. Par contre, la protéine N6TSC6-HAS transite également a la partie postérieure du
parasite suggérant son éventuelle association avec les membranes du réseau tubulaire. De plus,
dans la vacuole parasitophore, ces chimeres vont s’associer aux membranes. Cependant, la
localisation de ces chimeéres par immunofluorescence indirecte n’a pas pu étre définie.

2) Facteurs influencant I’association des protéines avec les membranes

Les protéines nouvellement synthétisées s’intégrent dans les membranes soit
directement dans la bicouche lipidique, comme c’est le cas pour les petites protéines de la paroi
bactérienne (protéine M13, Kuhn., 1987), soit par |'intermédiaire de protéines chaperonnes,
telle que la protéine bactérienne SecB (Kumamoto and Francetic, 1993). Cependant, dans ces
deux mécanismes, |’intégration des protéines dans les membranes est corrélée au caractére
hydrophobe des segments a I’intérieur des membranes. C’est d’ailleurs une des caractéristiques
de la région transmembranaire. De plus, dans le cas de protéines possédant une région
transmembranaire, différents travaux mettent en évidence également le role d’une part, de la
longueur de cette région et d’autre part, de la nature des acides aminés a la périphérie de cette
région dans 1’association membranaire des protéines. L’insertion des protéines intégrales de
membrane a la surface des cellules de mammiféres se fait par I'intermédiaire d’un segment
transmembranaire d’une longueur de 17 a 30 acides aminés. La création par mutagenése
dirigée d’une région de 12 acides aminés dans la région transmembranaire de la protéine CD2
humaine interfére avec la stabilité de cette protéine avec la bicouche lipidique (Corcao et al.,
1995). De la méme maniére, les travaux réalisés chez la levure montrent I’importance de la
longueur et de la composition de la région transmembranaire dans I’association de la protéine
Ufelp (protéine t-SNARE du réticulum endoplasmique) avec les membranes (Rayner and
Pelham, 1997). Par ailleurs, la charge des acides aminés adjacents a la région transmembranaire
joue un rdle important dans I’orientation. Ceci a notamment été mis en évidence chez la levure,
ou une charge positive en N- ou C-terminal n’a pas d’effet sur I’orientation de la protéine

Nexo, alors qu’une charge négative a un effet inverse sur son orientation (Harley ef al., 1998).

Chez T. gondii, les mécanismes post-sécrétoires, impliqués dans [I’intégration
membranaire des protéines, et plus particuliérement ceux intervenant dans l’insertion des
protéines GRA dans les membranes vacuolaires (membrane délimitante de la vacuole
parasitophore et membrane du réseau intravacuolaire) ont été peu étudiés (Mercier et al,,
1998a ; Lecordier et al, 1999 ; Labruyere-Dadaglio et al, sous presse). Des analyses
précédentes, réalis€es sur la protéine GRAS, montrent 'importance de cette région (18 acides
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aminés) dans son association avec la membrane de la vacuole parasitophore (Lecordier et al.,
1999). Par contre, a ’heure actuelle, il n’existe pas de preuves mettant en évidence le role de la
région transmembranaire (longueur et/ou charge des acides aminés adjacents) dans le tropisme
différentiel des protéines GRAS et GRA6 pour la membrane délimitante de la vacuole
parasitophore et pour les membranes du réseau intravacuolaire respectivement. Il est possible
d’envisager une telle hypothese pour les protéines GRAS et GRA6 puisque la comparaison de
la taille des régions transmembranaires entre ces deux protéines montre que la région
transmembranaire de la protéine GRAG6 est plus longue d’un acide aminé (19 acides aminés).
D’ailleurs, grace aux progres de la manipulation génétique de 7. gondii, nous avons réalisé des
souches de toxoplasmes exprimant de maniere stable des protéines de fusion GRASHA9
additionnées d’un acide aminé dans sa portion transmembranaire et GRA6HA9 délétées d’un
acide aminé. L’analyse de leur localisation aprés I’invasion dans la cellule-héte, apportera peut-
étre des indications intéressantes sur le tropisme membranaire de ces protéines. La description
récemment d’une nouvelle protéine de granules denses, GRA7 (Jacobs et al.,1998 ; Fischer et
al., 1998), a permis de comparer la région transmembranaire entre les protéines associées a la
membrane délimitante de la vacuole parasitophore (GRAS et GRA7), et les protéines associées
aux membranes du réseau tubulaire (GRA4 et GRA6). Cette comparaison rend cette hypothése
peu vraisemblable car aucune corrélation entre la longueur de la région transmembranaire et le
tropisme membranaire n’est trouvée. Cette observation confirme d’une part, I'importance de la
région transmembranaire dans ’association membranaire de ces protéines et d’autre part, elle
suggere le role éventuel des régions N- et/ou C-terminale dans leur tropisme membranaire. La
topologie des chiméres GRAS/GRA6 au sein de la vacuole parasitophore apportera
probablement des renseignements intéressants quant a linfluence des différents domaines
protéines.

3) Conclusions

Dans le but d’étudier les domaines protéiques impliqués dans le ciblage des protéines
dans la vacuole, ’analyse de la localisation des chiméres N6T5C5-HA9, N5ST5C6-HA9 et
N6T5C6-HAO contribuera probablement @ mieux comprendre ces mécanismes d’insertion
membranaires post-sécrétoires. Afin de déterminer par immunofluorescence la localisation
membranaire de ces chiméres, nous envisageons d’améliorer les conditions de fixation et de
perméabilisation des cellules. Cependant, il n’est pas impossible d’imaginer que I’association de
ces protéines avec les membranes vacuolaires soit génée par des problémes d’encombrement
stériques. En effet, les différentes analyses de localisation des protéines GRA au sein de la
vacuole révelent que ces protéines sont trés abondantes (Charif et al., 1990 ; Lecordier et al.,

1993, 1995). Dans ce cas, l'utilisation de toxoplasmes déficients pour I'expression des
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protéines GRAS ou GRA6 ou de double mutants nuls GRAS, GRA6™ pour étudier
I’association membranaire de ces protéines pourrait étre envisagée.

Par ailleurs, ces protéines chimeres pourraient étre utilisées pour étudier quel(s) est
(sont) le(s) domaine(s) protéique(s) intervenant dans les interactions protéine-protéine. En
effet, la détection de la protéine N6 TSC6-HAO dans la partie postérieure du parasite, quelques
minutes apres ’invasion, suggere que les domaines N- et C-terminaux de la protéine GRA6
sont importants dans son transport vers le pdle postérieur du parasite. Par ailleurs, les résultats
obtenus a la suite de I’analyse du phénotype du mutant nul GRA2™ montrent que la protéine
GRA2 pourrait jouer le role de translocon en assurant le transport de la protéine GRA6
(Mercier ef al., 1998b). 1l serait donc intéressant de rechercher si la protéine GRAS s’associe
avec d’autres protéines intervenant alors dans le tropisme membranaire de ces protéines par
des expériences de "cross-linking". Si une telle association existe, les protéines chiméres
GRAS5/GRAG6 permettraient d’étudier le role des différents domaines protéiques de GRAS dans
son interaction protéine-protéine.

De plus, dans le but de compléter notre étude, la réalisation d’autres lignées de
toxoplasmes, exprimant de fagon stable, les protéines chimériques NST6C5-HA9, NST6C6-
HA9 ou N6T6CS5-HAS permettraient d’appréhender le role des différents domaines des
protéines GRAS et GRA6 dans leur tropisme différentiel.



Conclusion géenérale
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En conclusion, au cours ce travail de thése, nous avons mis en évidence 1’existence
d’un polymorphisme de taille des protéines GRAS et GRA6 chez différentes souches de
toxoplasmes. Ce polymorphisme permet de répertorier les souches parasitaires dans les trois
groupes génotypiques de Toxoplasma gondii.

Dans un second temps, grice au développement de la manipulation génétique du
toxoplasme, nous avons abordé la fonction de la protéine GRAS par ’invalidation de son
géne. La mise en place d’un systtme de double sélection "positive-négative" a permis
I’obtention d’un mutant nul GRAS" dans la souche RH. L’analyse du phénotype du mutant nul
a mis en évidence que la protéine GRAS est une protéine non essentielle pour les toxoplasmes
de la souche RH. De plus, 1’absence de son expression ne perturbe ni I'ultrastructure de la
vacuole parasitophore, ni la virulence chez la souris, ni la multiplication intracellulaire du
toxoplasme.

Enfin, dans le cadre des études sur les mécanismes d’insertion membranaire post-
sécrétoire des protéines GRA, la troisiéme partie de ce travail visait a appréhender 1’étude du
tropisme différentiel de GRAS et GRA6 pour les membranes vacuolaires, par 1’expression de
protéines chimériques (GRAS-GRAG6). Des lignées stables de toxoplasmes exprimant les
protéines hybrides (échange des domaines N- et C- terminaux) fusionnées & leur extrémité C-
terminale avec I’épitope du virus de I’influenza ont été obtenues. Les protéines chimériques
NST5C6-HA9, N6TSC5-HA9 et N6T5C6-HA9 se comportent comme des protéines
membranaires dans la VP. L’analyse de leur trafic intravacuolaire, 10 minutes apres 1’invasion
cellulaire, a révélé que seule, la protéine N6TSC6-HA9 se comporte comme GRA6 en
transitant par la partie postérieure du parasite. Les protéines NST5C6-HA9, N6T5C5-HA9
semblent se comporter comme la protéine GRAS. Ces résultats suggerent I’intervention des
domaines N-et C-terminaux de GRA®6 lors de son accumulation postérieure dans la VP.

Ce travail ouvre de nombreuses perspectives tant sur le plan appliqué que fondamental.
Sur le plan appliqué :

L’existence d’un polymorphisme des protéines GRAS et GRA6 devra étre considérée
dans les stratégies visant d’une part, 4 améliorer le diagnostic sérologique de la toxoplasmose
et d’autre part, a évaluer 1’influence du génotype parasitaire sur la pathogénicité des souches
toxoplasmiques.

-Sur le plan fondamental :

La démonstration de ’efficacité d’un systéme de double sélection pour ’obtention de
mutants nuls permettra de rationaliser et optimiser |’obtention de tels mutants chez le
toxoplasme. Ainsi, en ce qui concerne les protéines GRA, I’existence d’interactions entre ces



Conclusion 109

protéines ainsi que leur possible redondance soulignent la nécessité d’obtenir d’autres
mutants nuls ainsi que des "multi-mutants” ot plusieurs génes GRA seront invalidés. De
méme, I’existence d’un polymorphisme des protéines GRA en fonction des souches d’une part
et 'implication potentielle de ces protéines dans la formation de la paroi kystique, d’autre
part, incitent a D'obtention de mutants nuls dans différentes souches parasitaires. La
convergence de ces approches génétiques devrait permettre de mettre en évidence des

phénotypes intéressants pour I’étude du role des protéines GRA.

Enfin, I’approche engagée pour I’étude du tropisme membranaire différentiel des
protéines GRAS et GRA6 par I’expression de protéines chimériques devra étre étendue a
d’autres protéines chiméres et suivie d’une étude fine de leur topologie membranaire. De plus,
I’étude des interactions protéines-protéines et protéines-lipides de I’ensemble de ces protéines
chimériques ainsi que I’analyse de leurs modifications post-traductionnelles, la
phosphorylation en particulier, devraient permettre d’appréhender au niveau moléculaire les
mécanismes impliqués dans le processus d’insertion membranaire post-sécrétoire des

protéines GRA dans la vacuole parasitophore.



Materiels et Methodes
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I - Biologie moléculaire

1) Préparation de I'ADN génomique

Les préparations d'ADN génomique (RH, Prugniaud, souches 76K, C, C56...) ont €té
réalisées a partir de tachyzoites provenant d'ascites de souris infestées ou issus de I'infection d'un
tapis de cellules Hep-II. Les parasites ont été recueillis puis purifés apres filtration sur une
membrane de polycarbonate d'une porosité de 3 um (Nucléopore). Apres une centrifugation de 10
minutes a 3000 trs./min., les parasites ont été lavés deux fois en PBS. Le culot a été repris dans une
solution d'EDTA 0.1 M, Tris-HCI 10 mM pH 8.0, SDS 1 % et protéinase K 2 pg/ml et incubé une
nuit a 50°C. Les protéines contaminantes ont ¢été éliminées par une extraction au
phénol/chloroforme. L'ADN a été précipité avec deux volumes d'éthanol absolu puis lavé en
éthanol 70 %. L'ADN a été solubilisé dans un tampon TE (Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0)
pendant toute une nuit a 4°C ; sa concentration a été déduite apres estimation de la densité optique
de la solution a 260 nm.

2) Hybridation des acides nucléiques

La technique d'hybridation utilisant des sondes nucléiques a été employée pour identifier
des séquences spécifiques d'acides nucléiques dans 'ADN génomique (Southern Blot) ou dans une
molécule d'ADN recombinant (Dot Blot).

A) Southern et Dot Blot
a) Southern Blot :

Les Southern Blot ont été réalisés selon la méthode standard de Southern (Southern, 1975).
L'ADN génomique a été digéré par une ou plusieurs endonucléases de restriction et les fragments
d'ADN ont été séparés, par électrophorése en gel d'agarose 0.8 %, dans un tampon TAE 1X (Tris-
HCl 4mM, CH;COO™Na® 2mM, EDTA 0.2 mM, pH 7.9). Les fragments ont été visualisés aprés
coloration au bromure d’Ethidium sous rayons ultraviolets (U.V.). L'ADN a été dénaturé par
incubation du gel d'agarose dans une solution d'acide chlorhydrique (HCl 0.25 M) pendant 30
minutes. Aprés neutralisation dans un tampon de neutralisation (Tris-HCI 0.5 M pH 7.0 et NaCl 1.5
M) pendant 30 minutes, celui-ci a été transféré sur une membrane de nylon non chargée (Hybond-
N, Amersham) ou de nitrocellulose (Schleicher et Schuell) grice a un transfert par capillarité dans
une solution saline SSC 10X. L'ADN a été fixé par covalence a la membrane de nylon a l'aide de
rayons U.V. pendant 3 minutes ou a la membrane de nitrocellulose pendant 2 heures a 80°C.
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b) Dot Blot :

Les Dot Blot ont été réalisés a partir d ADN génomique ou plasmidique. L'ADN a été
déposé soit a l'aide d'un systéme de Dot Blot, soit par repiquage des colonies bactériennes issues
d'une nuit de culture a 37°C sur une membrane de nylon non chargée (Hybond-N, Amersham) ou
de nitrocellulose. L'ADN a ensuite été dénaturé 10 minutes dans une solution de NaOH 0.5 M et
NaCl 1.5 M, neutralisé 20 minutes dans une solution de Tris-HCI1 1 M pH 7.5 et NaCl 1.5 M. Les
membranes ont été rincées 10 minutes en SSC 2X (NaCl 0.3 M, Na;CsHs07,H,0 0.03 M, pH 7.2),
séchées puis I'ADN a €té fix€ en utilisant les conditions précédemment décrites.

B) Sondes nucléotidiques marquées a I'[a*’P] dCTP

Les sondes nucléotidiques ont été obtenues a la suite de la synthése de fragments d’ADN en
présence de [o’*P]-dCTP par le fragment Kleenow de ' ADN polymérase. Le marquage a été réalisé
selon la technique de "random priming" a l'aide du kit "Megaprime DNA labelling systems"
(Amersham). '

a) Préparation des inserts d'ADN

Les inserts d'ADN ont été préparés soit par digestion enzymatique pendant 2h a 37°C soit
par amplification par PCR (Section Matériels et Méthodes 1.3). La pureté et la taille des fragments
obtenus ont été verifies sur un gel d'agarose 1 % puis les fragments ont été purifiés par extraction
au phénol/chloroforme suivie d'une précipitation en présence d'un dixiéme de volume d'acétate de
sodium 0.3 M pH 4.8 et de 2 volumes d'éthanol absolu. Aprés une centrifugation de 30 minutes a
13000 trs./min., 'ADN a été lavé en éthanol 70 % puis sa concentration a été estimée a 260 nm.

b) Marquage par I'[a**P] dCTP

30 a 50 ng d'insert d'ADN ont été dénaturés 10 minutes a 95°C puis mafque's en presence
d'[c?P] dCTP selon la méthode de "random priming" pendant 30 minutes & 37°C. La réaction a été
arrétée par addition d’EDTA 20 mM. L'insert d ADN double brin marqué a été purifié sur une
colonne Sephadex G-25 (Boehringer-Mannheim) éliminant les nucléotides libres. L’efficacité du
marquage a €té évaluée par comptage de la radioactivité incorporée en liquide de scintillation. La
sonde a €té dénaturée avant I'hybridation en présence d'une solution de soude 0.4 M.

C) Hybridation

Les membranes de nylon ou de nitrocellulose ont tout d'abord été pré-hybridées une heure a
68°C dans la solution d'hybridation (formamide 40 %, NaCl 0.9 M, SDS [ %, EDTA 2mM,
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Denhardt's 4X, sulfate de dextran 5 %, 50 ug/ml d’ADN de sperme de hareng, phosphate de
sodium 50 mM pH 6.5).

La sonde dénaturée a été ajoutée et les membranes ont €t€ incubées toute une nuit a 68°C.
Les membranes ont été lavées deux fois 15 minutes a température ambiante en SSC 2X, SDS 0.1%
puis deux fois 15 minutes en SSC 0.1X, SDS 0.1%. Les Blots ont ensuite €té séchés et
autoradiographiés a -80°C entre deux écrans amplificateurs (X-Omat, Kodak).

3) Amplification génique ou PCR (Polymerase Chain Reaction :
réaction d'amplification en chaine)

Les réactions d'amplification d'ADN ont été réalisées a partir du génome toxoplasmique ou
de vecteurs plasmidiques recombinants. Les matrices génomiques ont été utilisées dans le cas de
'étude du polymorphisme des génes GRAS et GRA6 de différentes souches ou lors de
I'amplification des régions flanquantes des génes GRA. Les matrices d'origine plasmidiques ont été
préparées suivant le principe de lyse alcaline et purifiées soit sur un gradient discontinu de CsCl
soit sur une colonne d'affinité (Plasmid Maxi Kit™, Qiagen).

A) Les oligonucléotides

Afin de permettre un bon appariement avec la matrice, les amorces oligonucléotidiques
spécifiques d’une taille suffisante ont été choisies pour amplifier la région d'intérét. De méme, des
bases supplémentaires qui créent des sites de restriction facilitant le clonage ultérieur de ce
fragment ont été introduites a I'extrémité de ces amorces.

Les oligonucléotides utilisés pour réaliser ces amplifications géniques sont détaillés dans les
tableaux 11 et 12.



Noms Séquence Taille Sens
Locus SAG1
P30.3 5' CAATGTGCA CCTGTA GGA AGC 3 21b S
P30.5 5' CAACGGTAATCACTCACGCG ¥’ 20b | AS
Locus 850
P850.1 5' AAGGACCTGGTAACAGTCC 3 19b S
P850.2 5' TCAAGGCTTGGATGTTTCG 3' 19b | AS
Noms Séquence Taille Sens Sites créés
géne GRAS
Xhol
P21.19 5' TCAACTCGAGCCGCGTCGGTTTGGTTTIGTGC 3'| 31b S .
au Cap site
Xhol
P21.20 S'GTATCTCGAGGGGCAGACGTGGCCGGTTTCC 3'| 31b | AS WA
au poly
Noms Séquence Taille Sens Sites créés
géne GRA6
EcoR1
P32.11 5' TTGAATTCCGCGCGTCTCATGCAAATGCCC 3' 30b S .
au Cap site
EcoRI
P32.12 S'TAGAATTCGCCCGGCCCAAACCCACG 3 26b | AS WA
au poly

Tableau 11 : Nom, séquence, longueur en bases et orientation des oligonucléotides utilisés lors

de I'étude du polymorphisme des génes encodant pour les protéines de granules denses.

S : Sens, AS : Anti-Sens, les sites de restriction créés sont notés en gras.
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. Sites
Noms Séquence Taille | Sens .,
créés
géne GRAS
Nsil
P21.1 5' GGATCGATGCATTTTGTTACTTCACGAAAATCGC 3'| 34b AS 3 PATG
BamH]1
P215 5' TTGATGGATCCGGATTTAGTGCGTGTAGCGCAGC3'| 34b S au stop
P213 5’ CCGTCAGTCAAGCTTATTTTGGTTTTITG 3’ 28b S | Hindlll
Primer T3 |5 ATTAACCCTCACTAAAG 3' 17b
Primer T7 |5 AATACGACTCACTATAG 3' 17b
. Sites
Noms Séquence Taille | Sens .
créés
géne GRA6
Nsil
P32.1 5'ACGGATCGATGCATTTCGCCGACACTCCCAAG3' | 32D AS ATATG
Pacl
P32.8 5' GTGTTTGATTAATTAAGATGAAAACAGG 3' 28b S .
au stop

Tableau 12 : Nom, séquence, longueur en bases, orientation et sites de restriction créés des
oligonucléotides utilisés lors de la stratégie d'obtention de mutants nuls GRAS- et GRAG-.

S : Sens, AS : Anti-Sens, les sites de restriction créés sont notés en gras.
B) Conditions d'amplification génique (PCR)

Les réactions d'amplification PCR ont été réalisées a l'aide de l'appareil Peltier Thermal
Cycler (PTC-200, MJ Research) a partir de 5 4 10 ng de matrice plasmidique ou de 1 pg dADN
génomique, dans un volume réactionnel de 50 pl. Les matrices ont été placées en présence de 0.5
UM d'amorces oligonucléotidiques, d'un mélange de désoxyribonucléotides (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP, 200 uM, Pharmacia) de 4 unités de ' ADN polymérase Deep Vent,,

Les réactions ont ét¢ effectuées en suivant le méme principe. Les conditions d’amplification
standard étaient les suivantes : une étape de dénaturation de 5 minutes a 94°C suivie de 30 a 40

cycles d'amplification. Chaque cycle se déroulait a la suite d'une étape de dénaturation (une minute
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4 94°C), d'une étape d’appariement (une minute de 55°C) et d'une étape d'¢longation (deux minutes
a 72°C). La réaction se terminait par une étape d'élongation de 7 minutes a 72°C.

Ces conditions ont été modifiées lorsque de grands fragments devaient étre amplifiés. Dans
ces cas précis, les PCR ont été réalisées en présence de I’ ADN polymeérase Deep Vent, (exo) (New
England Biolabs) avec des temps d’élongation de sept minutes.

A la suite de chaque amplification génique, la taille des fragments amplifiés a été vénfiée
par électrophoreése d’un aliquot sur un gel d'agarose 1 % en TAE 1X. Les fragments de taille
attendue ont été soit purifiés, digérés et clonés dans un vecteur plasmidique présentant des sites
compatibles, soit sous clonés dans le vecteur pPCR Script Amp SK(+) préalablement digéré par
ST (pPCR Script™ Amp SK(+) Cloning Kit, Stratagéne).

4) Obtention de plasmides recombinants ou clonage moléculaire

Cette technique comprend deux étapes : création de molécules d’ADN recombinantes par
clonage d’inserts dans des matrices plasmidiques et propagation et réplication de I'ADN
recombinant.

A) Préparation des vecteurs plasmidiques et des fragments d'ADN

Les vecteurs plasmidiques et les fragments d'ADN issus de l'amplification génique ou
contenus dans d'autres matrices vectorielles ont ¢été digérés pendant 2 heures a 37°C en présence
d'endonucléases de restriction (une unité d'enzyme par png d'ADN) en respectant les conditions de
digestion délivrées par le fabricant (Boehringer-Mannheim). A l'issue de cette incubation, la qualité

des digestions a été vérifiée par électrophorése d’un aliquot sur un gel d'agarose 1 % en tampon
TAE 1X.

Les inserts d'ADN digérés ont été séparés sur un gel d'agarose préparatif 1 % (Gibco BRL).
La bande correspondant a l'insert a été découpée sous U.V. puis purifiée a la suite d'une
centrifugation de 10 minutes a 8000 trs./min. dans une colonne SpinX (Costar).

Les vecteurs plasmidiques digérés et les inserts d'ADN extraits de gels ont été séparés des
protéines contaminantes par extraction au phénol/chloroforme. L'ADN a ensuite été précipité en
présence d'un dixiéme de volume d'acétate de sodium 0.3 M, pH 4.8 et de deux volumes d'éthanol
absolu. Apres une centrifugation de 30 minutes a 13000 trs./min., les ADN ont été lavés avec de
I'éthanol 70 % avant d'étre séchés puis repris dans du TE. Afin d'estimer la concentration des ADN,
une fraction a été prélevée et dosée sur minigel d'agarose 1 % en tampon TAE 1X en présence de
quantité connue de marqueurs de poids moléculaire.



Matériels et Méthodes 115

B) Ligation et transformation bactérienne

Le clonage des inserts d’ADN purifiés dans les vecteurs plasmidiques d’intérét
préalablement digérés a été obtenu a la suite d’une étape de ligation. La ligation a été réalisée
pendant 30 minutes & 16°C en présence de la ligase du phage T4 a I'aide du kit de "Ligation
express' " (Clontech).

Les produits issus de cette ligation ainsi que ceux obtenus a la suite du clonage des produit
PCR dans le vecteur pPCR Script Amp SK(+) ont été introduits dans des bactéries. Pour cela, les
souches de bactéries XL-1 Blue et JM109 ont tout d’abord été rendues compétentes pour la

transformation.

Deux modes de transformation ont été employés. Au cours du premier mode de
transformation, les bactéries ont été rendues compétentes chimiquement par la méthode TFB
(KMES 10mM, RbCl 0.1 M, MnCl;, 4H,0 45 mM, CaCl,, 2H,0 10 mM, HaCaCl; 3mM)
(Sambrook et al., 1989). Le produit de ligation a été placé en présence des bactéries rendues
compétentes par un traitement au TFB/DMSO/DTT pendant 30 minutes sur glace avant de subir un
choc thermique de 1 min. 30 sec. a 42°C. Des bactéries compétentes prétes a I'emplot ont
également été employées (Stratagéne). Le second mode de transformation consiste a introduire
I’ ADN a la suite d’un choc électrique par électroporation (Stratagene).

A la suite de la transformation, les bactéries sont mises en culture en milieu LB pendant une
heure a 37°C pour permettre I’expression du gene de résistance a ’ampicilline. Les bactéries sont

ensuite €talées sur des boites de pétri LB-ampicilline (100 pg/ml) et incubées une nuit a 37°C.

5) Mutagenése dirigée

La mutagenese dirigée est un procédé permettant d’introduire des mutations dans une
séquence d’ADN connue. Il s’agit un outil intéressant dans I’approche de I’étude entre la structure
et la fonction des protéines ou dans I’identification de régions intramoléculaires ou d’acides aminés
essentiel dans I’expression de genes et dans la fonction des protéines. Cette technique a notamment
¢té¢ employée afin d’appréhender, dans un premier temps, le polymorphisme des protéines de
granules denses GRAS et GRA6 dans différentes souches et, dans un second temps, afin d’étudier
le ciblage différentiel de ces protéines dans la vacuole parasitophore.

A) Les oligonucléotides

La mutation a été imtroduite directement dans une position désirée en utilisant un
oligonucléotide speécifique. Cet oligonucléotide sert d’amorce d’ADN pour la synthése in vitro
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d’une nouvelle copie du géne contenant désormais la mutation désirée. Les oligonucléotides utilisés

pour réaliser ces mutations ont été détaillés dans les tableaux 13 et 14.

Noms Séquence Taille | Sens | Sites créés
géne GRAS
Nhel/Sphl/
P21.A 5> ACGTGGATCCGCATGCTAGCCTCTTCCTCGGC 3’ | 32b | AS | BamHI au
stop
BstEIl a
P21.56 5" AACAAAATGGTGACCGTAAAACGCG 3’ 25b S 'ATG
S: sens ; AS : anti-sens ; les sites de restriction créés sont notés en gras.
Noms Séquence Taille | Sens
géne GRAS
P21.N1 5> GTGCTTGGGGGGGTGAACA 3’ 19b S
P21 Nl.rev 5> TGTTCACCCCCCCAAGCAC 3’ 19b | AS
P21.N3 5 GAAGGTGCTAGGGGGCGTGAACAACAA Y 27b S
P21.N3.rev 5 TTGTTGTTCACGCCCCCTAGCACCTTC 3’ 27b | AS
P21.N4 5> GAAGGTGCTTGGGGGCGTGAA 3’ 21b S
P21.N4.rev 5> TTCACGCCCCCAAGCACCTTC 3’ 21b | AS
P21.NS 5> GCTAGGGGGGGTGAACAACAA 3’ 21b S
P21.NS5.rev S’ TTGTTGTTCACCCCCCCTAGC 3° 21b | AS

Tableau 13 : Nom, séquence, longueur en bases et orientation des oligonucléotides utilisés lors
de la stratégie d'obtention des chiméres GRAS.

S : Sens, AS : Anti-Sens, les bases mutées sont notées en gras.
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Noms Séquence Taille | Sens | Sites créés
géne GRA6
: BstE1I a
P32.A 5> GGCGAAATGGTAACCGGTGGCATC 3° 24b S 'ATG
BstET1
P32.C 5> CACAGCACCGGTGACCCTGTGGCG 3 24b | AS apres le
Nterm6
Nhel apres
P32D 5> GCTTTCTTTGCTAGCAGGACTGGA 3’ 24b S la TM6
Nhel au
P32.E (RH) 5> GTTTTCAGCTAGCATAATCAAAC Y’ 23b | AS stop
P32 E Nhel au
. 5> GTTTTCAGCTAGCAAAATCAAAC Y 23b | AS
(Prugniaud) stop
Noms Séquence Taille | Sens
géne GRA6
P32.N2 5> ATCTGGGGGTGGTGGTGG 3’ 18b S
P32 N2.rev 5> CCACCACCACCCCCAGAT 3’ 18b | AS

Tableau 14 : Nom, séquence, longueur en bases et orientation des oligonucléotides utilisés lors
de la stratégie d'obtention des chiméres GRAG6.

S : Sens, AS : Anti-Sens, les bases mutées sont notées en gras.

B) Conditions de mutageneése

Les vecteurs plasmidiques utilisés comme matrice lors de la réaction de mutagenése ont été

préparés par la méthode de lyse alcaline (Sambrook et al., 1989) puis purifiés sur une colonne

d'affinité (Plasmid Maxi Kit™, Qiagen). Afin d’introduire la mutation désirée dans la séquence

d’ADN d’intérét, deux oligonucléotides contenant les séquences mutées ont été choisis. Ces deux

oligonucléotides complémentaires ont servi d’amorces d’amplification PCR. La séquence des
amorces oligonucléotidiques a été répertoriée dans les tableaux 13 et 14. Les PCR ont été
effectuées a I’aide de 'appareil Peltier Thermal Cycler (PTC-200, MJ Research) a partir de 10 ng

de matrice plasmidique, dans un volume réactionnel de 5O pl. Les matrices ont été placées en

présence de 62.5 ng de chaque amorce oligonucléotidique, d'un mélange réactionnel contenant les
dNTP et de 2.5 unités de ' ADN polymérase Pfu (Stratagéne).
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Les réactions ont été réalisées en suivant une étape de dénaturation initiale de 30 secondes a
95°C suivie de 18 cycles d'amplification. Chaque cycle comportait une étape de dénaturation (30
secondes a 95°C), une étape d’appariement (une minute a 55°C) et une étape d'élongation (2
minutes/ kb de plasmide).

A la suite de ces cycles d’amplification, I’ADN parental ayant servi de matrice est éliminé
par digestion avec I’endonucléase de restriction Dpnl pendant une heure a 37°C. L’endonucléase
Dpnl reconnait spécifiquement les ADN méthylés et ne digere donc pas I’ADN muté nouvellement
synthétisé. Les produits digérés ont alors été transformés en bactéries de souche XL-1 Blue ou
JM109

- 6) Sélection des plasmides recombinants et mutagénéisés
A) en présence d'antibiotiques

Les constructions plasmidiques ont été transformées dans des bactéries XL-1 Blue ou
JM109 puis les bactéries ont été étalées sur une boite de LB-Agar en présence d’antibiotique. Les
bactéries transformées ont été sélectionnées en présence d’ampicilline (100 pg/ml) et/ou de
tétracycline (12,5 pg/ml)

B) X-gal/IPTG

L’activité B-galactosidase a été utilisée pour sélectionner les bactéries transformées lors du
sous clonage d’inserts PCR dans le vecteur pPCR Script Amp SK(+). En effet, en présence d’X-gal
(5 %) et IPTG (4 mM), insertion de fragments ADN dans le site Sf#I du vecteur pPCR Script
Amp SK(+) perturbe I’expression du géne LacZ (codant pour la B-galactosidase). Par conséquent,
les bactéries ayant intégré les plasmides recombinants ont un phénotype B-gal (colonie blanche) en
présence d’X-gal et d’IPTG, alors que les bactéries contenant les plasmides sauvages ont un
phénotype B-gal” (colonie bleue).

C) Hybridation

A la suite de la transformation, les colonies sélectionnées ont été repiquées en double sur
des boites quadrillées permettant un criblage en hybridation. Une empreinte de la premiére boite a
alors été realisée sur une membrane de nitrocellulose. La recherche des clones bactériens contenant
le plasmide d’intérét a été effectuée par la technique d’hybridation des acides nucléiques avec une
sonde d’ ADN marquée au [**P] (Section Matériels et Méthodes 1.2).
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D) Minipréparation d'ADN

Les clones recombinants ont ensuite été amplifiés en culture liquide en présence
d’antibiotique puis une minipréparation de leur ADN plasmidique a été réalisée par la méthode de
lyse alcaline (Sambrook et al., 1989). L’ADN a été digéré par différentes enzymes de restriction en
présence de RNase et les fragments engendrés ont été analysés sur gel d’agarose 1 % en tampon
TAE 1X.

7) Préparation des constructions plasmidiques

Les plasmides recombinant ont été obtenus par lyse alcaline d’une culture bactérienne et
purifiés soit sur une colonne d’affinité (Plasmid Maxi et midi Kit™, Qiagen), soit sur un gradient
de chlorure de césium. La concentration de I’ADN double brin a été estimée par la mesure de la
densité optique de la solution & 260 nm (Spectrophotometre Beckman DU-64).

8) Séquencage

La séquence des différentes constructions chimériques ou mutées utilisées pour 1’étude
d’une part du polymorphisme des protéines de granules denses et d’autre part du ciblage
différentiel de ces protéines au sein de la vacuole parasitophore, a été vérifiée par séquengage
manuel ou automatique.

Le séquengage de ’ADN a été réalisé en utilisant la méthode décrite par Sanger (Sanger ef
al., 1977) selon le principe de terminaison des chaines. Les matrices séquencées étaient des ADN
double brin (plasmidiques ou des inserts d’ADN). 7 a 10 pg de la matrice ont été préalablement
dénaturés, pendant 10 minutes, a température ambiante en présence de soude 0.4 M puis précipités
par deux volumes d’éthanol en présence d’acétate de sodium 0.3 M pH 4.8 une nuit a -20°C. Apres
‘une centrifugation de 30 minutes a 13000 trs./min., I’ADN a été lavé puis repris dans de I’eau
distillée. La réaction de séquenge a alors été rapidement amorcée par l’appariement de
Ioligonucléotide.

A) Séquencage manuel

Le séquengage manuel a été réalisé en présence de [*°S] a-d ATP (Amersham) a 'aide du kit

™

T7 . . . o, . , i .
"Deaza G/A"’ sequencing Mixes" (Pharmacia). Les réactions de séquence ont été analysées

apres migration €lectrophorétique sur un gel de polyacrylamide 6 % en tampon TBE 1X. Le gel a
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ensuite €té fixé 15 minutes dans une solution d’acide acétique 10 %, méthanol 10 % puis séche et
autoradiographié (film Biomax, Kodak).

B) Séquencage automatique

Le séquengage automatique a été réalisé en présence de fluorochrome couplé au dATP
Cy™5-13-dATP) a I’aide du kit "AutoRead™ Sequencing Kit" (Pharmacia).
y

C) Analyse des séquences d’ADN
Les séquences nucléotidiques ont été analysées grace aux logiciels DNA Star (DNA star

Inc.) et Omiga. Ces programmes ont permis d’identifier les différents sites de restriction, de prédire
la taille et les différents cadres de lecture.
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IT - Biologie cellulaire

1) Préparation des parasites

Au cours de cette étude de nombreuses souches parasitaires provenant de chacun des trois
groupes ont été utilisées. Les tachyzoites des souches RH et HXGPRT (groupe I), 76K et
Prugniaud (groupe II) disponibles dans notre laboratoire ont été préparées a partir d'ascites de
souris ou a partir de cellules en culture. Les souches utilisées dans l'analyse du polymorphisme
nous ont été fournies par le laboratoire du Docteur Uwe Gross (Institut d’Hygiene et de
Microbiologie. Université de Wirzburg, Allemagne).

Plus généralement, la souche de laboratoire utilisée comme référence & travers le monde est
la souche RH. Cette souche isolée en 1939 d'un enfant mort d'une encéphalite toxoplasmique
(Sabin, 1941) est trés virulente chez la souris. Afin de conserver sa virulence, elle est réguliérement
entretenue par passages successifs chez la souris. C'est & partir de la souche RH que de nombreuses

manipulations génétiques ont été réalisées (souches mutantes : HXGPRT", RH/B-galactosidase).
A) Préparation a partir d'ascites de souris

Les toxoplasmes ont été recueillis aprés lavage du péritoine de souris Swiss/OF1 (IFFA
CREDO) infectées depuis trois jours. Les parasites ont été repris en milieu D10 (Gibco BRL) et
purifiés a la suite d'une filtration a travers des membranes de polycarbonate de 3 um (Nucleopore)
puis lavés deux fois en milieu D10.

B) Préparation a partir de culture de cellules

Afin d'entretenir ou d’amplifier les parasites en culture in vitro, des cellules Hep II (cellules
hépithéliales humaines) sont cultivés en milieu D10 jusqu’a confluence. Les cellules sont alors
infestées par des toxoplasmes récoltés du péritoine des souris. Aprés 4 jours de culture, le
surnageant de culture a €té prélevé. Afin d'éliminer les cellules non lysées et les débris cellulaires,
les parasites ont été filtrés sur papier (Schleicher et Schuell) puis sur des membranes de

polycarbonate 3 um avant d'étre lavés en milieu D10.
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2) Transfection

A) Préparation des parasites

Les tachyzoites cultivés in vitro en cellules Hep II sont recueillis et filtrés a travers des
membranes de polycarbonate de 3um. Les parasites sont centrifugés 15 min & 3000 trs./min, puis
lavés dans 15 ml de cytomix (Van den Hoff, Moorman et al., 1992). Apres une centrifugation de 15
min a 3000 trs./min , le culot a été repris dans 5 ml de cytomix supplémenté par des agents
antioxydants (GSH 5 mM, ATP 2 mM, pH 7.6, Sigma). Les tachyzoites vivants ont été comptés
apres coloration au bleu de Trypan (Flow Laboratories) et préparés dans du cytomix supplémenté a
la concentration de 5.107 parasites par ml pour les expériences d'expression transitoire ou de 2.107
parasites par ml pour les transfections stables.

B) Préparation de I'ADN

L'ADN plasmidique a été préparé selon la technique de lyse alcaline des bactéries. Pour les
transfection transitoires, I’ ADN est purifié sur colonne par la méthode Qiagen suivi d'une extraction
des protéines au phénol/chloroforme. Pour les transfections stables, ’ADN est purifié sur un
gradient discontinu de CsCl (Sambrook ef al., 1989) suivi d'une extraction au N-butanol. L'ADN a
ensuite été précipité toute la nuit a -20°C, en présence de NaCl 250 mM et de 2.5 volumes
d'éthanol absolu puis centrifugé 30 min a 13000 trs./min. Le culot a été lavé en éthanol 70%, séché

puis repris dans 100 pl de cytomix supplémenté.
C) Transfection transitoire (Soldati et al., 1993)
a) Conditions d'électroporation

5.10 tachyzoites de la souche RH ont été placés avec 50 png d'ADN plasmidique circulaire
dans des cuvettes d'électroporation de 4 mm d'épaisseur (BTX). L'ADN a été introduit dans les
parasites a la suite d'un choc électrique réalisé selon les paramétres suivants : 2250 V, 25 uF, 100
Ohms, 0.6 ms (Electro Cell Manipulator 600, BTX). Aprés le choc électrique, les tachyzoites ont
€t€ laissés 15 minutes & température ambiante avant d'étre remis en culture 20 heures & 37°C dans
10 ml de D10. Les parasites ont alors été centrifugés et lavés deux fois dans une solution de PBS.
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D) Transfection stable

a) Conditions d'électroporation

2.107 tachyzoites ont été mis en contact avec I'ADN plasmidique en présence de cytomix
supplémenté (GSH 5mM, ATP 2mM, pH 7.6) dans des cuvettes d'électroporation. Les tachyzoites
utilisés provenaient soit de la souche RH pour les expériences de sélection positive soit de la
souche mutante HXGPRT" dérivant de la souche RH mais déficiente dans l'expression de I'enzyme
HXGPRT (Roos et al., 1994) pour les expériences d'expression des protéines GRA6-HA9 mutées
et pour les doubles sélections (positive et négative).

En fonction du but recherché, la nature et la quantité de I'ADN plasmidique transfecté ont
été modifiées, ce qui permet de distinguer deux systémes de transfections stables. Le premier
systéme avait pour objectif d'obtenir un enrichissement des toxoplasmes exprimant les protéines
GRAGHADO. Dans ce cas, 100 pg de la construction GRA6HAY d'intérét ainsi que 10 pg du vecteur
de sélection pminiHXGPRT ont été mélangés dans un rapport 10/1 puis co-précipités pour
I'électroporation selon la technique précédemment décrite.

Dans le second systéme, dont le but était d'obtenir un mutant déficient pour l'expression de
la protéine de granule dense GRAS ou/et GRAG, différentes quantités d'ADN (10 ug, 50 ug, 100
ug) ainsi que la nature (circulaire ou linéaire) des plasmides ont été testées. Les constructions
plasmidiques ont été linéarisées pendant 10 heures a 37°C en présence d'enzymes de restriction
(Boehringer-Mannheim, une unité d'enzyme par pg d'ADN). La qualité de la digestion a été
vérifiée sur un gel d'agarose 1 %. La construction plasmidique a ensuite été précipitée comme
précédemment décrit.

L'ADN plasmidique a été introduit dans les parasites par électroporation en utilisant les
méme parametres que ceux décrits lors de la transfection transitoire. A la suite du choc électrique,
les parasites ont été mis en culture a 37°C, dans 5 ml de D10 sur un tapis confluent de cellules
fibroblastiques (Human Foreskin Fibroblast) dans une boite de 25 cm” (Costar).

b) Conditions de culture et de sélection

- Sélection positive

Le systéme de sélection positive permet une sélection des parasites ayant intégré de maniere
stable le plasmide de sélection dans leur génome. Cette sélection a été utilisée d'une part pour
sélectionner les parasites transformés par le géne CAT (Chloramphénicol Acétyl Transférase), en
présence de chloramphénicol (Sigma) (Kim ef al., 1993) et d'autre part pour sélectionner les
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toxoplasmes de la souche mutante HXGPRT" transformés par le géne HXGPRI en présence de
xanthine et d'acide mycophénolique (Sigma) (Roos et al., 1994).

Afin de permettre une bonne infection des cellules par les toxoplasmes, les drogues n’ont
¢té additionnées au milieu de culture que 24 heures aprés 1'électroporation.

+ Sélection en présence de chloramphénicol
Le milieu de culture contenait 20 uM de chloramphénicol. L'action de cette drogue est
retardée et n'intervient qu'aprés 7 a 8 jours de culture. Afin de maintenir une action efficace de cette
drogue, le milieu a été renouvelé tous les jours et la sélection des parasites a été maintenue pendant
10 & 12 jours soit 3 ou 4 lyses du tapis cellulaire.

+ Sélection en présence de xanthine et d'acide mycophénolique
50 pg/ml de xanthine et de 25 pg/ml d'acide mycophénolique ont été additionnés au milieu
de culture. Ces drogues ont une action immeédiate sur les parasites HXGPRT n'ayant pas intégré le
gene HXGPRT. La pression de sélection a alors été maintenue pendant 4 4 5 jours de culture jusqu'a
la lyse compléte du tapis de cellules.

A la fin de la période de sélection, une partie des parasites issus de la lyse compléte du tapis
cellulaire a été recueillie et I'expression de la protéine étudiée a été testée par immunoblot. Les
parasites restant ont été clonés, en présence des drogues, dans des plaques de 96 puits (Greiner)
contenant un tapis confluent de cellules HFF, par la technique de la dilution limite (Section
Matériels et Méthodes 11.2.D.c).

+ Sélection en présence de bléomycine
5 pg/ml de phléomycine ont été additionnés au milieu de culture en présence de parasites
extracellulaires pendant 10-12 heures. Les parasites ont infecté un nouveau tapis de cellules. Deux
autres cycles de sélection en présence de phléomycine ont été effectués puis les parasites ont été
clonés.

- Double sélection: positive et négative

Le systeme de double sélection a été utilisé lors de la transfection de la souche HXGPRT .
Ce systeme de sélection est basé sur l'action combinée de deux modes de sélection, l'un positif en
présence de chloramphénicol, l'autre négatif en présence de 6-Thioxanthine. Cette approche n'est
réalisable qu'avec des parasites HXGPRT . La présence du géne CAT permet, d'une part,
d'appliquer une sélection positive puisque I'expression de ce géne confére un phénotype résistant au
chloramphénicol. L'absence d'expression de l'enzyme HXGPRT par les parasites HXGPRT
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permet, d'autre part, une sélection négative puisque ces toxoplasmes sont résistants a ['action de la
6-thioxanthine.

2.107 tachyzoites HXGPRT  ont été tranfectés en présence de 100 ug de la construction
plasmidique 5'GRAS/CAT/3'GRAS/HXGPRT en utilisant les méme conditions d'électroporation
que celles décrites lors de la transfection transitoire. L'ADN plasmidique transfecté a préalablement
été linéarisé pendant 10 heures a 37°C en présence des enzymes de restriction Sacl ou Kpnl. La
digestion a été vérifiée sur un gel d'agarose 1% puis 'ADN a été précipité et préparé pour
|'électroporation comme précédemment décrit.

A la suite de 1'électroporation, les parasites HXGPRT ont ét€ mis en culture sur un tapis de
cellules fibroblastiques en présence de 5 ml de D10 a 37°C. Aprés 24 heures de culture, la sélection
positive en présence de 20 uM de chloramphénicol a été amorcée. La sélection a été maintenue
pendant 10 a 12 jours. Aprés une dizaine de jours de sélection c'est a dire a la lyse suivante du tapis
cellulaire, la sélection négative a été réalisée. 360 ng/ml de 6-Thioxanthine sont additionnés au
milieu de culture en présence de 20 uM de Chloramphénicol. L'action de la 6-Thioxanthine étant
immeédiate, les deux drogues ont été maintenues pendant 2 & 3 lyses du tapis cellulaire. Les
parasites ont alors été récoltés et clonés.

c¢) Clonage et amplification des clones

Afin d'obtenir une génération de toxoplasmes descendant d'un seul individuy, le clonage des
parasites a €té réalisé par dilution limite dans des plaques de 96 puits contenant des cellules HFF en
milieu D10. Les plaques de clonage ont été centrifugées 1 min a 500 trs./min avant d'étre remises
en culture a 37°C, 5% CO2. La formation des plages de lyse est observable aprés 5 jours de culture,
pendant cette période les plaques ont été maintenues dans l'incubateur sans étre déplacées. Les puits
dans lesquels une seule plage de lyse a été observée ont été repérés et les parasites contenus dans
ces puits ont €té¢ amplifiés en ’absence de drogues sur un tapis de celulles HFF dans des plaques de
24 puits. L'expression des protéines parasitaires d'intérét a été examinée par immunoblot. Les
clones parasitaires retenus ont été amplifiés par passages successifs sur des cellules HFF jusqu'a un
entretien routinier dans des boites de 25 cm®.

d) Test de virulence chez la souris

La souris est un bon modele d’étude de la virulence des souches car elle permet de
distinguer deux phénotypes de virulence selon I’abilité qu’a un tachyzoite a provoquer la mort. Une
dilution de 2.10" tachyzoites (souche sauvage HXGPRT", clone 4/F2, clone 4 GRAS5 complémenté
fraichement lysés), préparée juste avant ’infection en DMEM-SVF 5 %, a été inoculée a des souris
Swiss Depret (male de 20 g) par voie intrapéritonéale. Le dénombrement des souris mortes et
vivantes a été réalisé sur une période de 20 jours. Les souris survivantes ont été saignées 35 jours

apres ’inoculation et la réactivité de leur sérum a testé contre un antigéne total de la souche RH.
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e) Test de croissance

Le test qui compare la croissance de la souche sauvage HXGPRT, les mutants nuls GRAS
(clones 1 et 4) et les souches complémentées (1/G5 et 4/F2) a été réalisé sur des lamelles de verre
déposées dans des plaques de 24 puits et sur lesquelles ont poussé des cellules fibroblastiques
jusqu’a la confluence. 5.10° (test de croissance de 6 heures) ou 5.10* (test de croissance de 24
heures) parasites fraichement lysés ont été resuspendus dans un milieu minimum (MEM-SVF 1 %-
Glutamine-gentamycine-Hepes) puis déposés sur le tapis de cellules fibroblastiques préalablement
équilibré dans le méme milieu. Aprés 2 heures et 4 heures d’invasion respectivement, les
toxoplasmes extracellulaires ont été éliminés par ringage du tapis cellulaire par du PBS-Ca®". Les
cultures ont été incubées a 37°C 5 % CO2 pendant 4 ou 20 heures respectivement. Apres ringage en
PBS-Ca™, les cellules infectées ont été fixées une minute dans une solution de méthanol puis
colorées au Giemsa selon les conditions préconisées par le kit. Les lamelles ont été montées sur
lames en mowiol puis observées a ’aide d’un microscope Axioplan 2 (Zeiss) équipé d’un contraste
de phase.
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III - Analyse des protéines

L'expression de ces protéines de 7. gondii a ét¢ réalisée par des techniques de
transcription/traduction in vitro ou par la transfection d'ADN dans le toxoplasme (Section Matériels
et Méthodes II).

La détection des protéines a été réalisée par des techniques d'immunoblot et
d'immunofluorescence impliquant l'utilisation d'anticorps spécifiques.

1) Les anticorps

Afin de détecter les protéines de 7. gondii exprimées dans des systémes d'expression in vitro
et in vivo par les techniques d'immunoblot et d'immunofluorescence, les anticorps primaires utilisés
étaient les suivants :

- 'anticorps monoclonal TG 05-54 anti-SAG1 (Couvreur ef al., 1988) ;

- I'anticorps monoclonal TG 17-43 anti-GRA1 (Charif ef al., 1990) ;

- 'anticorps monoclonal TG 17-179 anti-GRA2 (Charif ef al., 1990) ;

- 'anticorps monoclonal T62H11 anti-GRA3 (Bermudes ef al., 1994a).

- 'anticorps monoclonal 4G1-AH11 anti-GRA4 (Labruyere et al., sousmis) ;
- 'anticorps monoclonal TG 17-113 anti-GRAS (Charif et al_, 1990) ;

- le sérum de souris anti-GRA6 recombinante (Lecordier et al., 1995) ;

- le sérum de lapin anti-HA11 (Babco) ;

- le sérum de lapin anti-actine (Dobrowolski and Sibley, 1997).

Les anticorps secondaires utilisés étaient :

- le sérum de chevre anti-IgG de souris couplé a la péroxydase (Sigma et Jackson) ;

- le sérum de chévre anti-IgG de lapin couplé a la péroxydase (Sigma et Jackson) ;

- le sérum de chevre anti-IgG de souris couplé au FITC (Fluoresceine Iso-Thio-Cyanate,
Sigma) ou au BODIPI (Molecular Probes) ;

- le sérum de chevre anti-IgG de lapin couplé au FITC (Fluoresceine Iso-Thio-Cyanate,
Sigma) ou au BODIPI (Molecular Probes) ;

2) Expression des protéines en systéme in vitro

L'expression des produits des génes GRAS et GRA6 clonés dans le vecteur plasmidique
pPCR Script Amp SK(+) a été réalisée grace au systéme de transcription/traduction in vitro dans un
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lysat de réticulocytes de lapin a I’aide du kit "TNT coupled Reticulocyte Lysat Systems"
(Promega).

Les matrices plasmidiques utilisées contiennent la région 5' transcrite, non traduite, le cadre
de lecture ouvert et la région 3' non traduite du géne d'intérét. L'orientation de l'insert génomique
GRA d'intérét dans le vecteur pPCR Script Amp SK(+) a été déterminée aprés comparaison des
profils de digestion, a savoir pour :

- I'insert génomique GRAS5/RH est orienté 5'-3' dans le vecteur pPCR Script Amp SK(+).
- I’insert génomique GRA6/76K est orienté 5'-3' dans le vecteur pPCR Script Amp SK(+).
- 'insert génomique GRAG/RH est orienté 3'-5' dans le vecteur pPCR Script Amp SK(+).
- I'insert génomique GRA6/76K est orienté 5'-3' dans le vecteur pPCR Script Amp SK(+).

La transcription in vitro a été réalisée avec I'ARN polymérase du phage T3 (Promega) pour
les insert clonés dans le sens 5'-3' et avec I'ARN polymérase du phage T7 (Promega) pour l'insert
GRA6/RH cloné dans le sens 3'-5'. Les constructions plasmidiques ont été préparées selon la
technique de lyse alcaline des bactéries (Sambrook et al., 1989) a ’aide du kit Qiagen. L'ADN a
ensuite été purifié par extraction au phénol/chloroforme puis précipité toute la nuit a -20°C en
présence d’acétate de sodium 0.3 M pH 4.8 et de 2 volumes d'éthanol absolu. Aprés une
centrifugation de 30 minutes a 13000 trs./min., le culot a été lavé en éthanol 70 % puis repris en TE
(Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0).

L'ARNm correspondant a ' ADNc de l'insert d'intérét a été synthétisé a partir de 2 pg d'ADN
plasmidique (circulaire) et de 10 unités d'ARN polymérase T3 ou T7. Cet ARNm est
simultanément traduit par un lysat de réticulocyte de lapin en présence de 0,5 mCi de [’H] leucine
(Amersham). Cette réaction de transcription/traduction in vitro est réalisée en une seule étape
pendant 90 minutes a 30°C.

3) Expression de protéines chez T. gondii

Les récents progres développés dans la manipulation génique du toxoplasme permettent
désormais l'expression stable de génes d’intérét par le parasite. L'analyse de l'expression de
protéines chez 7. gondii nécessite la mise au point d’un systéme de révélation permettant de
différencier I'expression des protéines natives du parasite par rapport a celles exprimées a la suite
de I'intégration de genes dans le génome du parasite.
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A) Analyse immunochimique

Les extraits protéiques ont été préparés dans du tampon échantillon, en conditions
réductrices (3-mercaptoéthanol, 10 %) ou non réductrices puis dénaturés 5 minutes a 95°C. Les
protéines ont ensuite été séparées sur la base de leur poids moléculaire sur un gel de

“polyacrylamide 13 % en présence de SDS. L'électrophorése a été réalisée dans un tampon de
migration (Tris-HCI 25 mM, glycine 200 mM, SDS 0.1 %), selon la méthode décrite par Laemmli
(Laemmli, 1970). Afin de calibrer le gel, chaque migration a été réalisée en présence de marqueurs
de poids moléculaires précolorés (Gibco BRL ou Biorad). A la suite de la migration, le gel a été
séché et autoradiographié ou transféré sur une membrane de nitrocellulose.

B) Autoradiographie des gels

Afin de fixer les protéines sur le gel, celui-ci a été incubé 30 minutes a température
ambiante dans une solution d'acide acétique 8 %, méthanol 20 %. Le gel a ensuite été mis en
contact avec une solution amplificatrice (Amplify, Amersham) avant d'étre séché sous vide et
autoradiographié a -70°C (film X-Omat, Kodak). '

C) Immunotransfert (Western Blot)

Les protéines séparées sur le gel de polyacrylamide ont été transférées sur une membrane de
nitrocellulose (porosité 0.45 um, Schleicher et Schuell). Le transfert a été réalisé selon la méthode
de transfert semi-sec (Towbin ef al., 1979), dans un tampon de transfert (Tris-HCIl 48 mM, glycine
39 mM, SDS 0.0375 %, méthanol 20 %), a température ambiante pendant 90 minutes avec une
résistance de 110 mA par minigel (soit 0.8 & 1 mA/cm® de gel). Le transfert a été vérifié a la suite
de la coloration des protéines contenues sur la membrane de nitrocellulose par une solution de
rouge de Ponceau pendant 5 minutes a température ambiante. La membrane a ensuite été rincée 3
fois avec de l'eau distillée avant d'étre saturée 30 minutes & température ambiante dans une solution
PBS-lait écrémé 5 % (Gloria). La membrane a alors été incubée toute une nuit a 4°C, sous
agitation, en présence de l'anticorps primaire dilué dans une solution PBS-lait écrémé 5 %. La
membrane a été lavée 3 fois 15 minutes a température ambiante dans une solution PBS-Tween 20
0.1 %. La membrane a été incubée avec une solution d'anticorps secondaire diluée dans du PBS-lait
ecrémé 5 % pendant 1 heure, a température ambiante, sous agitation. Aprés 3 lavages de 15
minutes a température ambiante dans une solution PBS-Tween 20 0.1 %, les protéines ont été
révélées a la suite d'une réaction de chimioluminescence. La membrane a été incubée une minute en
présence d'une solution de luminol et d'agent oxydant (volume/volume) (Dupont NEN ou
Supersignal Pearce) puis autoradiographiée a température ambiante (Hyperfilm, ECL).
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D) Immunofluorescence

La visualisation de la localisation des protéines parasitaires a été réalisée apres l'infection
d’un tapis confluent de fibroblastes par les toxoplasmes par la technique d'immmunofluorescence
indirecte.

a) Préparation des cellules et infection parasitaire

Les cellules HFF ont été déposées dans 2 ml de D10 sur une lamelle de verre de 2 cm’
contenue dans un puits d'une plaque de 4 puits (Costar) et placées a 37°C, 5 % CO; jusqu'a la
confluence du tapis. Les cellules ont alors été infectées par 5.10* parasites par lamelle, pendant 24
heures ou 5.10° parasites pendant 10 minutes & 37°C, 5 % CO,.

b) Immunofluorescence

Le milieu D10 a été éliminé et les cellules ont été rincées 3 fois avec une solution de PBS
avant d'étre fixées 20 minutes a 4°C, avec une solution fixatrice préparée extemporanément (PBS-
formaldéhyde 3 %, Mercks). Aprés 3 lavages en PBS, les cellules ont été perméabilisées pendant
10 minutes a 4°C, en présence d’une solution de PBS-formaldéhyde 3 % -saponine 0.002 %. Les
lamelles ont été saturées, pendant 30 minutes, a température ambiante, dans une solution PBS-SVF
5 % (sérum de veau foetal), GSF 5 % (sérum de chévre foetal), saponine 0.001 %. L'anticorps
primaire dilué dans une solution PBS-SVF1 % -saponine 0.001 % a été incubé avec les cellules
pendant une heure, a température ambiante. Aprés 3 lavages de 5 minutes en PBS, les lamelles ont
été incubées pendant 30 minutes a l'abri de la lumiére, a température ambiante, avec l'anticorps
secondaire couplé a un fluorochrome dilué en PBS-SVF1 % -saponine 0.001 %. Aprés 3 lavages de
5 minutes en PBS, les lamelles ont été montées sur lames en présence d'un protecteur de
fluorescence (Mowiol, Calbiochem) et laissées en position horizontale une nuit a l'abri de la
lumiere. Les cellules ont alors été observées en épifluorescence a l'aide d'un microscope Axioplan 2
(Zeiss) équipé d'un contraste de phase et photographiées avec un appareil Axiophot (Zeiss) (film
Kodak Elite I, 100 ASA).

E) Traitement par le triton X-114

Afin d’analyser le comportement soluble ou membranaire des protéines a I'intérieur des
granules denses, les parasites extracellulaires ont été traités par le Triton X-114. Les toxoplasmes
fraichement lysés ont été centrifugés 15 min 4 3000 trs./min. Aprés un lavage en PBS-Ca®", le culot
a été repris.dans 500 pl d’une solution de PBS contenant des inhibiteurs de protéases (Na-p-tosyl-
L-lysine chloromethyl ketone 10 pg/ml, a-PMSF 10 ug/ml, leupeptine 1 pg/mi, E-64 10 pg/ml).
200 pl d’une solution de triton X-114 10 % ont été additionés et la solution a été incubée sur glace

pendant une heure. Apres une centrifugation de 15 min & 14000 trs./min, le culot qui représente la
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fraction insoluble ("I") a été lavé en PBS. Les phases détergent ("D") et aqueuse ("A) contenues
dans le surnageant ont été séparées par incubation de 10 minutes a 37°C suivie d’une centrifugation
de 15 min a 14000 trs./min. Les phases détergent et aqueuse ont été extraites deux fois en retour par
du PBS ou du triton X-114 10 % respectivement puis précipitées par deux volumes d’acétone.

F) Fractionnement cellulaire

Le comportement soluble et/ou membranaire des protéines, aprés leur sécrétion dans la

vacuole parasitophore, a été réalisé par fractionnement cellulaire parasites intracellulaires.

Un tapis de cellules fibroblastiques confluentes a été infecté par les tachyzoites pendant une
nuit a 37°C, 5% CO2. Les cellules infectées ont été décollées mécaniquement a I’aide d’un grattoir
dans un volume minimum de PBS-EGTA 1mM et contenant des inhibiteurs de protéases (Na-p-
tosyl-L-lysine chloromethyl ketone 10 pg/ml, a-PMSF 10 pg/ml, leupeptine 1 pg/ml, E-64 10
ug/ml). Les cellules et les vacuoles ont été cassées par seringage a travers des aiguilles d’un
diamétre de 27 g Aprés élimination des parasites libres et des déchets cellulaires par une
centrifugation basse vitesse 15 min. a 3000 trs./min a 4°C, la fraction soluble a été précipitée par
deux volumes d’acétone et le culot (fraction membranaire) a été rincé deux fois par une solution de
PBS contenant des inhibiteurs de protéases. Le contenu vacuolaire présent dans le surnageant de -
centrifugation a été séparé en une fraction soluble ("S") et membranaire ("P") aprés une
ultracentrifugation 2 heures a 100000 tr./min & 4°C.
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